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บทคัดย่อ 

  
งานวิจัยนี้ศึกษาเกี่ยวกับการคัดเลือกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์

ไฮโดรไลติกท่ีแยกจากดินในป่านาสีนวน จังหวัดมหาสารคาม ประเทศไทย ผลวิจัยพบแบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม์ไฮโดรไลติกจ านวน 115 ไอโซเลท ได้แก่ แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 7 ไอโซเลท 
เอนไซม์อะไมเลส 32 ไอโซเลท เอนไซม์โปรตีเอส 41 ไอโซเลท และเอนไซม์ไลเปส 35 ไอโซเลท 
ตามล าดับ ผลการคัดเลือก จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยเทคนิคยีน 16S rRNA และศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกสูงที่สุดจากค่า Halo : colony ratios พบว่า 
Bacillus subtilis 1.2CL2 มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 5.54 ± 0.00 ยูนิต/
มิลลิลิลิตร หลังบ่มในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส pH 6 นาน 30 นาที Bacillus 
cereus 3.5AL3 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเท่ากับ 47.15 ± 0.82 ยูนิต/มิลลิลิตร หลัง
บ่มในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 30 นาที Bacillus subtilis 2.3PT3 
มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุดเท่ากับ 8.86 ± 0.26 ยูนิต/มิลลิลิตร หลังบ่มในสภาวะที่
เหมาะสมอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 8 นาน 30 นาที และ Bacillus subtilis 1.3LP2 มี
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุดเท่ากับ 160.92 ± 0.91 ยูนิต/มิลลิลิตร หลังบ่มในสภาวะที่
เหมาะสมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 30 นาที ตามล าดับ 
งานวิจัยนี้เป็นรายงานครั้งแรกของการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเเอนไซม์ไฮโดรไลติกในพ้ืนที่ป่านาสีน
วน จังหวัดมหาสารคาม ประเทศไทย แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เหล่านี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ทาง
อุตสาหกรรมที่หลากหลาย ได้แก่  อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม ผงซักฟอก ผลิตไบโอดีเซล 
อุตสาหกรรมกระดาษ เป็นต้น และสามารถน าไปเพิ่มมูลค่าให้แก่อุตสาหกรรมเอนไซม์ในประเทศไทย 
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ABSTRACT 

  
In this study, hydrolytic enzyme producing bacteria isolated from soil in 

Nasinuan Forest, Mahasarakham, Thailand were screened for and identified. A total of 
115 bacterial isolates were found to produce either cellulase 7 isolates, amylase 32 
isolates, protease 41 isolates or lipase 35 isolates, respectively.Selection of bacterial 
strains was identified by using the 16S rRNA gene technique and the optimum 
conditions for bacteria that produce with highest hydrolytic enzyme from Halo: 
colony ratios were evaluated. Our results indicated that Bacillus subtilis 1.2CL2 was 
exhibited cellulase activity of 5.54 ± 0.00 U/mL and the optimum conditions for 
cellulase activity was at 35 °C and pH 6 after incubation for 30 min. The result 
indicated that Bacillus cereus 3.5AL3 was exhibited  amylase activity  of  47.15 ± 0.82 
U/mL and the optimum conditions for amylase  activity was at  65 °C and pH 7 after 
incubation for 30 min. The result indicated that  Bacillus subtilis 2.3PT3 
was exhibited  protease activity  of  8.86 ± 0.26  U/mL and the optimum conditions 
for protease activity was at  65 °C and pH 8 after incubation for 30 min. And 
our result indicated that  Bacillus subtilis 1.3LP2 was exhibited  lipase  activity 
of  160.92 ± 0.91 U/mL and and the optimum conditions for lipase activity was at  55 
°C and pH 7 after incubation for 30 min, respectively. 
This is the first report of  bacteria producing hydrolytic enzymes in Nasinuan forest, 
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Mahasarakham, Thailand. These bacterial enzymes can be applied in various 
industries such as food industry, beverage, detergents, biodiesel production 
and  paper industry. This could be of high value on the market of enzyme industry in 
Thailand. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 ป่าสาธารณประโยชน์ตั้งอยู่ที่เขตพ้ืนที่นาสีนวน ต าบลนาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัด
มหาสารคาม เป็นพ้ืนป่าที่มีความแตกต่างจากป่าอ่ืนๆ เนื่องจากพ้ืนที่ในเขตอ าเภอกันทรวิชัยและ
บางส่วนของอ าเภอเชียงยืน จังหวัดมหาสารคาม เป็นป่าที่เกิดบนดินเค็มปานกลางและเค็มจัด (กรม
ทรัพยากรธรณี, 2552) ซึ่งเป็นดินเค็มบกพบบริเวณในแอ่งที่ลุ่มหรือตามเชิงเนินที่เป็นพ้ืนที่ต่อเนื่อง
ระหว่างสภาพพ้ืนที่แบบลูกคลื่น โดยพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น บริเวณจังหวัด
มหาสารคาม ขอบเขตแอ่งโคราช เนื่องจากป่าสาธารณประโยชน์แห่งนี้ค่อนข้างมีความหลากหลาย
และความอุดมสมบูรณ์สังเกตได้จากการเข้าไปหาประโยชน์จากป่านี้ของประชากรในเขตต าบล    
นาสีนวน เช่น การน าเห็ดจากป่า และการน าพืชสมุนไพรออกมาจ าหน่าย เป็นต้น และประชากรใน
เขตนี้ความยินดีที่จะอนุรักษ์ป่านี้ เ พ่ือสนองพระราชด าริฯ ฉะนั้น ป่าแห่งนี้จึงควรอนุรักษ์เพ่ือ
ท าการศึกษาเป็นต้นแบบของป่าดินเค็มและการพัฒนาต่อยอดความรู้ที่ได้ต่อไป 
 ดิน เป็นที่อยู่อาศัยของจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ แบคทีเรีย รา แอคติโนมัยสีท ยีสต์ เป็นต้น 
แต่สิ่งมีชีวิตที่มีพบมากที่สุด คือ แบคทีเรีย ความหลากหลายของแบคทีเรียเกิดจากลักษณะโครงสร้าง
หน้าที่และการท างานที่แตกต่างกัน (Trevors, 1998) ประโยชน์ของแบคทีเรียในดินคือช่วยเพ่ิมความ
อุดมสมบูรณ์ของดินและควบคุมการท างานของพืช (Radhakrishnan and Baek, 2017) แต่จุลินทรีย์
บางชนิดก็สามารถก่อให้เกิดโรคในพืช มนุษย์ หรือสัตว์ได้เช่นกัน ปัจจุบันเอนไซม์อุตสาหกรรมส่วน
ใหญ่มักอาศัยจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์อุตสาหกรรม  เนื่องจากสามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกที่มี
ศักยภาพ ค่อนข้างมีความเสถียร และมีคุณสมบัติที่หลากหลาย เมื่อเทียบจากเอนไซม์กลุ่มอ่ืนที่ได้มา
จากพืชและสัตว์ (Rao et al., 1998) นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถแบ่งเซลล์ได้อย่างรวดเร็วใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีต้นทุนต่ า อุตสาหกรรมต่างๆ จึงนิยมใช้เอนไซม์ไฮโดรไลติกที่ได้จากแบคทีเรียไปใช้
ประโยชน์ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเครื่องหนัง อุตสาหกรรมเครื่องดื่ม อุตสาหกรรมนม 
อุตสาหกรรมการผลิตขนมปัง เป็นต้น โดยเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส โปรตีเอส และไลเปสจัดเป็น
เอนไซม์ไฮโดรไลติกที่ส าคัญและเป็นที่ต้องการของตลาดโลกเป็นอย่างมากและถูกน ามาใช้อย่าง
แพร่หลายส าหรับการย่อยสลายของสารธรรมชาติต่างๆ สามารถประมาณค่าของการใช้เอนไซม์จาก
อุตสาหกรรมทั่วโลกในปี ค.ศ. 1995 เติบโตขึ้นจาก 1 พันล้านเหรียญ กระทั่งในปี ค.ศ. 2000 มีการใช้
เอนไซม์เพ่ิมขึ้นเป็น 1.5 พันล้านเหรียญ และในช่วงสิบปีที่ผ่านมาการเติบโตของการใช้เอนไซม์
โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมการท าขนมปังและผลิตอาหารสัตว์มีการเติบโตอย่างรวดเร็ว ซึ่งเกิดจากการ
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ประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ที่ครอบคลุมตั้งแต่การสังเคราะห์สารอินทรีย์ไปจนถึงอุตสาหกรรม
ผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษและอุตสาหกรรมการแพทย์ (Kirk et al., 2002) จากรายงานล่าสุดของ 
BBC กล่าวว่าในปี ค.ศ. 2010 อุตสาหกรรมเอนไซม์มีมูลค่าถึง 3.3 พันล้านเหรียญและคาดว่าความ
ต้องการของตลาดนี้จะสูงถึง 4.4 พันล้านเหรียญภายในปี ค.ศ. 2016 และมีอัตราการแนวโน้มการ
เติบโตรายปี (CAGR) ที่ 6% ภายใน 5 ปีนี้ (Sarrouh et al., 2012)  
 เอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์จึงมีความส าคัญอย่างมากในการพัฒนากระบวนการผลิตทาง
อุตสาหกรรมชีวภาพ  การประยุกต์ใช้ในปัจจุบันมุ้งเน้นไปยังตลาดที่แตกต่างกันหลายแห่งรวมทั้งการ
ผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษ อุตสาหกรรมผลิตเครื่องหนัง อุตสาหกรรมซักฟอกและสิ่งทอ รวมถึงยา
เคมีภัณฑ์ อาหารและเครื่องดื่ม เชื้อเพลิงชีวภาพ อาหารสัตว์ การแพทย์ และอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้อง ดังนั้น
ในปัจจุบันจึงจ าเป็นต้องมีการปรับปรุงกระบวนการผลิตเอนไซม์มากขึ้นเพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตที่
แปลกใหม่ยั่งยืนและสอดคล้องกับความต้องการของเศรษฐกิจ  ความหลากหลายของจุลินทรีย์และ
เทคนิคทางโมเลกุลที่ทันสมัย เช่น การน าศาสตร์ของเมตาจีโนมิกส์และจีโนมิกส์ มาใช้ในการค้นหา
เอนไซม์จากจุลินทรีย์ชนิดใหม่ที่ผลิตจากแบคทีเรียและราซึ่งสามารถปรับปรุงหรือแก้ไขได้ด้วย
เทคโนโลยีที่แตกต่างกัน  (Adrio and Demain, 2014) 
 เนื่องด้วยดินในป่านาสีนวนค่อนข้างมีความอุดมสมบูรณ์ มีความหลากหลายทางชีวภาพของ
พืชและน่าจะมีความหลากหลายของแบคทีเรีย จึงท าให้ผู้วิจัยสนใจศึกษาการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่
มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกท่ีส าคัญทางอุตสาหกรรมและศึกษาคุณสมบัติในการท า
ปฏิกิริยาของเอนไซม์จากเชื้อแบคทีเรียที่คัดกรองได้จากพ้ืนที่ดังกล่าวเพ่ือน าไปประยุกต์ใช้และพัฒนา
ต่อยอดความรู้ในทางอุตสาหกรรมต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ 
 1) เพ่ือคัดเลือกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกที่มี
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมที่พบในดินบริเวณป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
 2) เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์ไฮโดรไลติกจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้
ในดินบริเวณป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1) ทราบถึงสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกที่มีประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมที่พบในดินบริเวณป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
 2) ทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์ไฮโดรไลติกจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ใน
ดินบริเวณป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
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1.4 กรอบความคิดของงานวิจัย 
 

 
ภาพที่ 1 กรอบความคิดของงานวิจัยหัวข้อการคัดเลือกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 
ที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกท่ีแยกจากดินในป่านาสีนวน จังหวัดมหาสารคาม ประเทศไทย 

คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีประโยชน์
ในอุตสาหกรรม ได้แก ่เซลลูเลส อะไมเลส 

โปรตีเอส และไลเปส 
 

พ้ืนที่ดินบริเวณ 
ป่านาสีนวน 60 ไร่ 

ศึกษาสัณฐานวิทยา และ
จ าแนกชนิดของ

แบคทีเรียด้วยเทคนิค 
ทางชีวโมเลกุล 

ศึกษากิจกรรมและสภาวะที่เหมาะสมของ
เอนไซมแ์ตล่ะชนิดที่ผลิตจาก 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

ได้แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ 
ไฮโดรไลติกที่มีประโยชน์ทางอุตสาหกรรม 
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1.5 แผนการด าเนนิงานวิจัย 
ตารางที่ 1 แผนการด าเนินงานวิจัยหัวข้อการคัดเลือกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม์ ไฮ โดร ไลติ กที่ แยกจากดิน ในป่ านาสี นวน จั งหวั ดมหาสา รคาม  ประ เทศไทย



 

 

  
 

บทที่ 2  
ทบทวนเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แบคทีเรียในดิน 
 ดิน เป็นสภาพแวดล้อมที่มีความซับซ้อนซับซ้อนและมีแร่ธาตุหลายชนิดประกอบด้วย
สารอินทรีย์ที่อยู่ในรูปของเหลวและก๊าซ (Tyc et al., 2017) นอกจากนี้ยังเป็นที่อยู่อาศัยของ
จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา แอคติโนมัยสีท สาหร่าย โปรโตซัว และไวรัส นอกจากนี้ในดินยังมีสัตว์
หน้าดินและแมลงหน้าดินจึงท าให้เกิดการหมุนเวียนของแร่ธาตุและสารอาหารของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่
ในดิน (Aislabie et al., 2013)  แบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตที่เล็กที่สุดและไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตา
เปล่า ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับอนุภาคของดินเหนียว (น้อยกว่า 0.2 ไมโครเมตร) และอนุภาคดินทราย 
(2-50 ไมโครเมตร) (Hoorman, 2011) รูปร่างของแบคทีเรียมีหลายแบบ เช่น รูปร่างกลม ท่อน 
เกลียว หรือบางชนิดมีรูปร่างเหมือนเส้นใยรา เช่น แอคติโนมัยสีท (Aislabie et al., 2013) บทบาท
ของแบคทีเรียในดิน คือ มีท าหน้าที่ส าคัญในการสลายตัวของสารอินทรีย์ในดินจากเอนไซม์ที่หลั่ง
ออกมา สามารถแบ่งแบคทีเรียในดินได้เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 
  1) ผู้ย่อยสลาย (Decomposers) ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สามารถย่อยน้ าตาลและ
สารประกอบคาร์บอนอย่างง่าย เช่น บริเวณที่รากพืชที่มีการปล่อยสารประกอบอินทรีย์ (root 
exudates) (Hoorman, 2011)   
  2) แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในรากพืช ส่วนใหญ่มักท าหน้าที่ตรึงธาตุไนโตรเจนในอากาศ 
หรือไรโซเบีย (Rhizobia) โดยแบคทีเรียจะตรึงไนโตรเจนในอากาศและเปลี่ยนเป็นรูปที่พืชสามารถ
ใช้ได้สะดวก และสามารถเพ่ิมไนโตรเจนได้มากกว่า 100 กิโลกรัมต่อเฮกตาร์ต่อปีต่อดิน แบคทีเรียไร
โซเบียม คือ แบคทีเรียที่มีลักษณะพิเศษอาศัยอยู่ในปมรากถ่ัว (Conklin, 2002) 
  3) แบคทีเรียก่อโรคในพืช เช่น Pseudomonas syringae pathovars ที่ก่อโรคพืช
Ralstonia solanacearum ที่ส่งผลกระทบต่อการปลูกมันฝรั่งและกล้วย Erwinia amylovora ที่
ก่อให้เกิดโรค Fire blight ส่งผลให้ผลไม้มีตัวอ่อนของเพลี้ยท าให้แอปเปิ้ลและแพรเกิดการเน่าและ
สร้างความเสียหาย (Mansfield et al., 2012) 
  4) Lithotrophs หรือ chemoautotrophs คือแบคทีเรียกลุ่มที่ได้รับพลังงานจาก
สารประกอบของไนโตรเจน ก ามะถัน เหล็กหรือไฮโดรเจนแทนจากสารประกอบคาร์บอน ซึ่งมี
ความส าคัญต่อการหมุนเวียนไนโตรเจนและการย่อยสลายสารมลพิษ (Hoorman, 2011) 
 บทบาทต่างๆ ของแบคทีเรียเหล่านี้มีความสัมพันธ์กับสารเมตาบอไลท์ที่สร้างขึ้นมาเพ่ือท า
หน้าที่ในการย่อยสารตั้งต้นที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อการเจริญ อีกทั้งยังท าให้เกิดการหมุนเวียน
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ของสสารและแร่ธาตุต่างๆ รวมถึงการผลิตเอนไซม์ที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรม 
เพ่ือก่อให้เกิดกระบวนการผลิตและผลิตภัณฑ์ที่หลากหลายตอบสนองต่อความต้องการของผู้บริโภคใน
ปัจจุบัน 
 
2.2 เอนไซม์ไฮโดรไลติกที่ได้จากแบคทีเรีย 
 เอนไซม์ไฮโดรไลติกสามารถพบได้ในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันเอนไซม์
จากจุลินทรีย์ก าลังได้รับความนิยมในทางอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีความสามารถในการ
ปรับตัวให้เข้ากับสภาวะของกระบวนการผลิตที่ดีขึ้น (Maki et al., 2012)  เอนไซม์ไฮโดรไลติกที่
ส าคัญทางอุตสาหกรรม ได้แก่ เซลลูเลส ไลเปส โปรตีเอส อะไมเลส ไซลาเนส เป็นต้น สามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่หลากหลาย เช่น การผลิตผงซักฟอก การแปรรูปในอุตสาหกรรมกระดาษ
และเยือ่กระดาษ ตลอดจนอุตสาหกรรมสิ่งทอและอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ (Howard et al., 2003) 

 2.2.1 เอนไซม์เซลลูเลส 
  เซลลูโลส เป็นโพลีแซคคาไรด์ที่อุดมสมบูรณ์และเป็นแหล่งพลังงานหมุนเวียนที่พบ
มากที่สุดในโลก (Dawson and Ehleringer, 1993) โครงสร้างของเซลลูโลสประกอบด้วยโมเลกุลของ 

β-1,4-linked anhydro D-glucose (Heck et al., 2002) กับกลุ่มไฮดรอกซิลและอะตอมของ
ไฮโดรเจน ความสัมพันธ์ของพันธะไกลโคซิดิกนั้นไม่เพียงแต่ท าหน้าที่ก าหนดคุณสมบัติทางเคมีของ
เซลลูโลสแต่ยังท าหน้าที่เป็นบริเวณที่ปฏิกิริยาทางเคมีและปฏิกิริยาของเอนไซม์ท างานสัมพันธ์กัน
อย่างมีนัยส าคัญ (Acharya and Chaudhary, 2012) 
 การย่อยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซม์เซลลูเลสเกี่ยวข้องกับการดูดซับเอนไซม์บนผิวและเกิด

จากการท างานร่วมกันของเอนไซม์ต่างๆ อันดับแรกเอนไซม์ β-1-4-endoglucanases (E.C. 

3.2.1.176) และ β-1-4-exoglucanases (E.C. 3.2.1.91; cellobiohydrolases) จะย่อยสลาย

เซลลูโลสให้เป็นเซลลูไบโอส (cellobiose) จากนั้น β– glucosidase (E.C. 3.2.1.21) จะย่อยเซลโล
ไบโอสต่อเพ่ือให้ได้เป็นน้ าตาลกลูโคส (Wood and McCrae, 1986)  ภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2 การย่อยเซลลูโลสด้วยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

(แหล่งที่มา: Karmakar and Ray, 2011) 
 

 ประสิทธิภาพและประสิทธิผลโดยกระบวนการที่โอลิโกแซ็กคาไรด์และไดแซ็กคาไรด์ถูกย่อย
เป็นน้ าตาลที่มีขนาดโมเลกุลเล็กลง (Saccharification) มีปัจจัยที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ คุณสมบัติวัตถุดิบ 
วิธีการปรับสภาพและภาวะไฮโดรไลซิส เช่น การใช้เอนไซม์ผสมและประเภทของเซลลูเลส 
(Harshvardhan et al., 2013)  เซลลูเลสจัดเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ต้องอาศัยตัวกระตุ้นชักน าให้เกิดการ
หลั่งออกมา (inducible enzyme) ซึ่งสามารถชักน าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ได้โดยอาศัยการเติมเซล
โลไบโอสที่มีความเข้มข้นต่ าๆ ลงไปในช่วงที่จุลินทรีย์มีอัตราการเจริญเติบโตช้า (Ghose, 1987) 
ส่วนมากพบในพืช แมลง และจุลินทรีย์ ซึ่งพบในแบคทีเรียและเชื้อราเป็นแหล่งส าคัญ (Watanabe 
and Tokuda, 2010) แบคทีเรียที่เจริญในสภาพไร้อากาศหลายสายพันธุ์สามารถปล่อยโมเลกุลของ
เซลลูเลสอิสระเพ่ือย่อยเซลลูโลส ได้แก่ Cellulomonas Pseudomonas Geobacillus Erwinia 
Streptomyces Fibrobacter Bacillus และ Paenibacillus (Maki et al., 2012) เชื้อราบางสาย
พันธุ์ เช่น Trichoderma reesei  และ Phanerochaete chrysosporium สามารถผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมผลิตพลังงาน โดยจะย่อยชีวมวลให้เปลี่ยนเป็นโมเลกุลน้ าตาล 
และเปลี่ยนให้เป็นแอลกอฮอล์ (Watanabe and Tokuda, 2010) นอกจากนี้ยังมีราที่สามารถผลิต
เอนไซม์เซลลูเลส ได้แก่ Trichoderma koningii Penicillium funiculosum Fusarium solani 
Myrothecium verrucaria Sporotrichum pulverulentum และ Aspergillus niger   
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 การจัดประเภทของเอนไซม์เซลลูเลส 
  จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไม่ว่าจะเป็นแบบอิสระหรือเกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายและเผาผลาญเซลลูโลสที่ไม่ละลายน้ า (Sadhu and Maiti, 2013) จัดเป็นเอนไซม์ที่มีการท า
ปฏิกิริยาที่ซับซ้อนกับสารตั้งต้นที่หลากหลาย จึงท าให้มีการจัดประเภทตามรูปแบบการเร่งของ
ปฏิกิริยา ดังต่อไปนี้ 

  1)dEndoglucanase หรือ Endo-1,4-β-D-Glucan Glucanohydrolase (EC 
3.2.1.4) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่มีการสุ่มตัดที่ต าแหน่งภายในภายของโครงสร้างเซลลูโลสที่มีลักษณะเป็น
โพลีแซคคาไรด์ซึ่งสร้างโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีความยาวต่างๆ และท าให้เกิดสายของโพลิแซคคาไรด์เพ่ิม
มากขึ้น โดยทั่วไปเอนไซม์กลุ่มนี้มักมีฤทธิ์ต่อเซลลูโลสที่เป็นกรดอนุพันธ์ของเซลลูโลสที่ละลายน้ าได้ 
เช่น CMC และ cellooligosaccharide  

  2)dExoglucanase หรือ  d1,4-β-D-Glucan Cellobiohydrolase  
l(Cellobiohydrolase) (EC 3.2.1.91) ท าหน้าที่หลักในการย่อยโครงสร้างของสายโพลิแซคคาไรด์
เพ่ือปลดปล่อยโมเลกุลของกลูโคส (glucanohydrolase) หรือเซลโลไบโอส (cellobiohydrolase) 
เป็นผลิตภัณฑ์หลักและเอนไซม์เหล่านี้มีฤทธิ์ต่อสารตั้งต้นที่มีโครงสร้างเป็นผลึก (Crystalline) เช่น 
Avicel และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ 

  3) Exoglucanase หรือ 1, 4-β-D-Oligoglucan Cellobiohydrolase (หรือที่รู้จัก
ในนามของ Cellodextrinases) (EC 3.2.1.74) มักท าปฏิกิริยาเพ่ือก าจัดเซลโลไบโอสจากเซลโลโอลิ

โกแซคคาไรด์หรือจาก p-nitrophenyl-β-Dcellobioside  

  4) β-Glucosidase หรือ β-D-Glucoside Glucohydrolase (EC 3.2.1.21) 
สามารถย่อยโครงสร้างของเซลลูโลสที่สามารถละลายน้ าได้ เช่น เซลโลเดกซ์ตรินและเซลโลไบโอสให้
เป็นน้ าตาลกลูโคส ซึ่งจะไม่ท าปฏิกิริยาต่อเซลลูโลสที่โครงสร้างเป็นผลึกหรืออยู่ในรูปของอิมัลชัน 
  
 ปัจจุบันเอนไซม์เซลลูเลสและเพคติเนสมีส่วนท าให้ตลาดเอนไซม์ท่ัวโลกเติบโตประมาณ 20% 
โดยอุตสาหกรรมหลายประเภทนิยมใช้ประโยชน์จากเอนไซม์เซลลูเลส (Phitsuwan  et al., 2013) 
เช่น ในทางอุตสาหกรรมผลิตน้ าผลไม้ นอกจากนีเ้ซลลูเลสยังถูกน ามาใช้เพ่ิมปริมาตรของน้ าผลไม้และ
ช่วยให้น้ าผลไม้มีความใสขึ้น (Minussi et al., 2002) อุตสาหกรรมการผลิตผงซักฟอกใช้เอนไซม์
เซลลูเลสช่วยขจัดสิ่งสกปรกและเพ่ิมความสดใสให้แก่สิ่งทอ รวมถึงอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษและ
สิ่งพิมพ์ พลังงานชีวภาพ และอาหาร 
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 2.2.2 เอนไซม์อะไมเลส 
  แป้งประกอบด้วยโมเลกุลของอะมิโลสและโพลิเมอร์ของอะไมโลเพคติน  โดยอะ

ไมโลส  ประกอบด้วยสายน้ าตาลกลูโคสที่เชื่อมกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ที่ α-(1 → 4) ในขณะที่อะ

ไมโลเพคตินมีเพียง α- (1 → 4) glycosidic bond แต่ยังมี α- (1 → 6) glycosidic branch ซึ่ง

เอนไซม์อะไมเลสเป็นหนึ่งในเอนไซม์หลักที่ใช้ในอุตสาหกรรม โดย α-อะไมเลส (E.C. 3.2.1.1) เป็น

เอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการย่อยแป้งภายในต าแหน่ง α-1,4-glycosidic linkages และให้
โมเลกุลน้ าตาล (ภาพที่ 3) โดยมีน้ าตาลกลูโคส มอลโตสและมอลโตไตรโอสเป็นผลผลิตหลัก (Goyal 
et al., 2005) เอนไซม์อะไมเลสสามารถพบได้ทั้งในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ (Kandra, 2003) เช่น 
แบคทีเรีย และรา (Tanyildizi et al., 2005) ยกตัวย่าง เช่น Aspergillus สามารถผลิตเอนไซม์หลาย
ชนิด รวมถึงสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสที่เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่มีความส าคัญทางอุตสาหกรรม 

โดยเฉพาะ Aspergillus niger มีความสามารถในการผลิต α-อะไมเลส ที่ทนต่อความเป็นกรด (pH < 
3) สามารถลดการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียได้ (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006) นอกจากนี้
ระดับการผลิตเอนไซม์อะไมเลสยังแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับแหล่งก าเนิดของจุลินทรีย์ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์
ที่แยกได้จากสภาพแวดล้อมที่อุดมไปด้วยแป้งหรือแหล่งอะไมโลส รวมถึงปัจจัยต่างๆ เช่น pH 
อุณหภูมิ แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน มีบทบาทส าคัญต่ออัตราการผลิตเอนไซม์อะไมเลสโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในกระบวนการหมัก เนื่องจากพันธุวิศวกรรมสามารถปรับปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์ให้ได้ผลผลิต
ที่สูงขึ้นและเพ่ิมประสิทธิภาพในสภาวะที่ต้องทนต่ออุณหภูมิและเพ่ิมความเสถียรได้ในสภาวะเครียด 
การปรับปรุงดังกล่าวสามารถลดการปนเปื้อนของโปรตีน  และร่นระยะเวลาการท าปฏิกิริยาใน
กระบวนการผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ (Sundarram and Murthy, 2014) 
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ภาพที่ 3 การย่อยแป้งด้วยเอนไซม์อะไมเลส 

(แหล่งที่มา : Robyt, 2008)  
 

 เอนไซม์อะไมเลส มีศักยภาพในการประยุกต์ใช้ร่วมกับกระบวนการอุตสาหกรรมอาหารหมัก
และเภสัชกรรม  ส าหรับทางเทคโนโลยีชีวภาพสามารถน าเอนไซม์อะไมเลสมาใช้ประโยชน์ในด้านการ
ลดสารพิษทางสิ่งแวดล้อมได้ แบคทีเรียหลากหลายสามารถผลิตเอนไซม์ภายนอกหรือภายในเซลล์ที่
สามารถเปลี่ยนแป้งหรือไกลโคเจนให้เป็นน้ าตาลซึ่งเป็นแหล่งพลังงานและคาร์บอนที่เซลล์น าไปใช้ได้
ง่าย (Mojsov, 2012) เช่น Bacillus sp. ได้แก่ B. subtilis B. stearothermophilus B. 
amyloliquefaciens B. licheniformis B. coagulans B. polymyxa B. mesentericus B. 
vulgaris B. megaterium B. cereus B. halodurans และ  Bacillus sp. โดยเอนไซม์อะไมเลสมี
สัดส่วนประมาณ 25% ของตลาดเอนไซม์ทั่วโลก มีรายงานที่ศึกษากรรมวิธีทางพันธุวิศวกรรมโดย
อาศัยเอนไซม์อะไมเลสมาใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร และอุตสาหกรรมแปรรูป
อาหาร เช่น การอบ การต้ม การเตรียมอาหาร ช่วยในการย่อยอาหาร การผลิตเค้ก น้ าผลไม้และ
น้ าเชื่อม เป็นต้น 
 เอนไซม์อะไมเลสเป็นหนึ่งในเอนไซม์อุตสาหกรรมที่มีบทบาทอย่างยิ่งในทางอุตสาหกรรม
ต่างๆ และอุตสาหกรรมยา ข้อได้เปรียบของเอนไซม์อะไมเลสคือ สามารถน ามาสังเคราะห์น้ าตาล 
thio-sugars ซึ่งเป็นน้ าตาลที่เก่ียวข้องกับยารักษาสมัยใหม่ที่และก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก 
โดยน้ าตาล thio-sugars เป็นสารประเภทคาร์โบไฮเดรตสามารถน ามาออกแบบในการผลิตยาต่างๆ ที่
อาศัยการควบคุมการท างานร่วมกันระหว่างเอนไซม์ไลเปสและอะไมเลส ที่ท างานผสานกันของ
เทคโนโลยีสมั ย ใหม่  เช่ น  เทคโนโลยีชี วภาพทางการแพทย์  เทคโนโลยีพลั ง งาน  และ
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เทคโนโลยีการเกษตรจึงช่วยเร่งการผลิตทางอุตสาหกรรมให้มีขนาดใหญ่ และจ าเป็นต้องอาศัยองค์
ความรู้การใช้เทคโนโลยีการหมักของเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสมว่ าควรเลือกเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อรา 
และการประยุกต์ใช้กับเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น เทคโนโลยีการตรวจหาสายพันธุ์จุลินทรีย์ควบคู่ไปกับ
เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมของสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสที่ดีที่สุดจึงจะช่วยเพ่ิมการผลิต
เอนไซม์อะไมเลสทางอุตสาหกรรมอาหารและยา (Machida et al., 2005) 
 

 2.2.3 เอนไซม์โปรตีเอส 
  โปรตีเอส เป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายโปรตีนให้เป็นเปป
ไทด์สายสั้นๆ หรือกรดอะมิโน และโอลิโกเปปไทด์ สามารถพบได้ทั้งในพืช สัตว์และจุลินทรีย์ เอนไซม์
โปรตีเอสที่ได้จากสัตว์ เช่น เรนนินจากกระเพาะลูกวัวมีบทบาทส าคัญในการท าให้โปรตีนเสียสภาพ
และเกิดการตกตะกอนโปรตีนจึงท าให้สามารถน าไปผลิตเป็นเนยแข็งได้ แต่เอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จาก
แบคทีเรียและราจะมีบทบาทมากที่สุด เอนไซม์โปรตีเอสมีหลายประเภทซึ่งมีลักษณะที่แตกต่างกัน
ทางด้านความจ าเพาะต่อสารตั้งต้น กลไกการเร่งปฏิกิริยา ลักษณะของบริเวณเร่งปฏิกิริยา สารยับยั้ง
และสารเร่งปฏิกิริยา ล าดับของกรดอะมิโนในโมเลกุล ช่วง pH และช่วงอุณหภูมิในการท างาน 
เสถียรภาพของเอนไซม์ และน้ าหนักโมเลกุล เป็นต้น  ดังนั้น จึงได้มีการจัดกลุ่มของเอนไซม์โปรตีเอส
ไว้ด้วยกันหลายวิธี เช่น จัดแบ่งกลุ่มตามลักษณะของแหล่งก าเนิด ได้แก่ จากสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ 
หรือจัดแบ่งกลุ่มตามลักษณะการย่อยสลายพันธะเปปไทด์ ได้แก่ การย่อยสลายพันธะเปปไทด์จาก
ปลายสายโพลิเปปไทด์ (exopeptidase) การย่อยสลายพันธะเปปไทด์อย่างอิสระภายในสายเปปไทด์ 
(endopeptidase) หรือแบ่งกลุ่มตามลักษณะบริเวณเร่งปฏิกิริยา (active site) ของเอนไซม์ 4 ชนิด 
ดังต่อไปนี้ 
   1) Alkaline protease (serine protease)   
   2) Acid protease (carboxyl protease)   
   3) Thiol protese (sulfhyldryl protease)  
   4) Metallo protease   (neutral protease)   
 
 Alcalase เป็นอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ใช้ในทางการค้า  ซึ่งมีความจ าเพาะกับกรดอะมิโน
ไฮโดรโฟบิค  เมื่อน าไปย่อยสลายโปรตีนจะได้ไฮโดรไลเสทที่มีความขมลดลง  เช่น หางนม ส าหรับอัล
คาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตจาก  B. amyloliquefaciens  สามารถผลิตโปรตีนจากถั่วลูกไก่ (chick pea 
protein) ไฮโดรไลเสทที่อุดมไปด้วยเมทไทโอนีน มีการน าโปรตีนไฮโดรไลเสทจากเคซีน หางนม และ
ถั่วเหลืองไปเป็นส่วนผสมในสูตรอาหารทารกที่เป็นโรคภูมิแพ้ นอกจากนี้ยังน า  Thermophilic 
alkaline protease ท าให้เนื้อนุ่มมักใช้ในผลิตภัณฑ์เนื้อกระป๋อง ซุป และเครื่องปรุง เป็นต้น 
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 การประยุกต์ใช้โปรตีเอสในอุตสาหกรรมแปรรูปอาหาร อุตสาหกรรมนม และยาเป็นที่รู้จักกัน
แพร่หลาย เนื่องจากเอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อรา Aspergillus oryzae  มักนิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารในเอเชีย โดยน าเชื้อราดังกล่าวมาหมักหรือการแปรรูปอาหาร เชื้อรา A. oryzae 
สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็งหรือวัสดุเหลือทิ้งได้จากการเกษตร เป็นราสายพันธุ์ที่ไม่เป็นพิษต่อ
ผู้บริโภคและปลอดภัยในการผลิตเอนไซม์อาหาร เพราะไม่มียีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารพิษอะฟ
ลาท็อกซิน (Machida et al., 2005) อย่างไรก็ตามการประยุกต์ใช้โปรตีเอสเพ่ือการค้าอย่างมี
ประสิทธิภาพมีปัจจัยหลายอย่างมาเกี่ยวข้อง เช่น อุณหภูมิสูง ค่า pH  สารเร่งความเข้มข้นของ
แคลเซียม สารซักฟอก นอกจากนี้ยังพบว่าแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์และอนินทรีย์ แหล่งโลหะไอออน 
สารลดแรงตึงผิว สารฆ่าเชื้อราและสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งมีผลต่อกระบวนการผลิตเอนไซม์โปรตีเอ
สให้มีประสิทธิภาพ (Anwar and Saleemuddin, 1998) 
 

 2.2.4 เอนไซม์ไลเปส 
  เอนไซม์ไลเปส  (E.C. 3.1.1.3)  คือ เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและการไฮโดร
ไลซ์พันธะเอสเทอร์ของโมเลกุลไตรกลีเซอรอลและกรดไขมันสายยาว ได้ผลผลิตเป็นโมโนกลีเซอรอล
ไดกลีเซอไรด์และกรดไขมันอิสระ (ภาพที่ 4) เนื่องจากสารตั้งต้นของไลเปสมักเป็นโมเลกุลที่ไม่ละลาย
น้ าแต่สามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ หรือตัวกลางที่ประกอบไปด้วยน้ าและตัวท าละลาย
อินทรีย์  เอนไซม์ไลเปสสามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ แต่ไลเปสที่ได้จากจุลินทรีย์จะมีมูลค่าทาง
การค้ามากกว่า (Saxena et al., 2017)  จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสมักมีแหล่งที่อยู่อาศัย
ที่หลากหลาย เช่น ขยะ โรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปน้ ามันพืช  ดินที่ปนเปื้อนด้วยน้ ามันบริเวณโรงรีด
น้ ามัน ฯลฯ (Sztajer et al., 1988) แบคทีเรียส่วนใหญ่ที่ผลิตเอนไซม์จะผลิตออกสู่นอกเซลล์ โดยมี
ปัจจัยต่างๆ มาเกี่ยวข้อง เช่น อุณหภูมิ pH แหล่งไนโตรเจนและคาร์บอน เกลืออนินทรีย์ การกวน 
และความเข้มข้นของออกซิเจนที่ละลาย (Gupta et al., 2004) ส่วนใหญ่แบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสมาจากแบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะอย่างยิ่ง Pseudomonas ที่มีอย่างน้อย 7 สาย
พันธุ์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ P. aeruginosa  P. alcaligenes P. fragi P. glumae  P. 
cepacia P. fluorescens และ P. putida (Sztajer et al., 1988)  วิธีที่ง่ายและน่าเชื่อถือส าหรับ
การตรวจสอบจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ การใช้ tributyrin เป็นสารตั้งต้น และสังเกต
จากการสร้างวงใสรอบๆ โคโลนี ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มี  tributyrin (Ertuğrul et al., 2007)
สารเคมีที่ส าคัญทางอุตสาหกรรมบางชนิดที่ผลิตจากไขมันและน้ ามันโดยกระบวนการทางเคมี 
สามารถชักน าให้ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
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ภาพที่ 4 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไขมันโดยการท างานของเอนไซม์ไลเปส 

(แหล่งที่มา :  Jaeger and Reetz, 1998) 
 

 ปัจจุบันนี้ เอนไซม์อุตสาหกรรมทางตลาดโลกให้มูลค่าสูงถึง 4.2 พันล้านดอลลาร์ ในปี 2014 
และคาดว่าจะมีอัตราการเติบโตต่อปี (CAGR) ประมาณ 7% และในช่วงปี 2015-2020 คาดการณ์ว่า
อาจสร้างมูลค่าถึง 6.2 พันล้านดอลลาร์ การแปรรูปไขมันและน้ ามันจึงเป็นสิ่งส าคัญในอุตสาหกรรม
แปรรูปอาหาร และเป็นที่ต้องการมากทางเศรษฐกิจและเทคโนโลยีการเกษตร น้ ามันพืชที่มีคุณค่าทาง
โภชนาการโดยมีคุณสมบัติของไตรกลีเซอรอลเป็นสิ่งส าคัญในอนาคต จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส
จะมีการท างานจ าเพาะกับกรดไขมันจึงสามารถน ามาผลิตเป็นน้ ามันพืชได้ นอกจากนี้น้ ามันราคาถูก
สามารถน ามาอัพเกรดได้โดยการสังเคราะห์ไตรกลีเซอรอลที่มีคุณค่าส าคัญทางโภชนาการ เช่น ใช้เป็น
วัตถุดิบทดแทนในการผลิตเนย โกโก้ คาร์โบไฮเดรตไตรกลีเซอไรด์ต่ าและน้ ามันที่อุดมด้วยกรดโอลิอิก 
โดยเอนไซม์ไลเปสมีแนวโน้มที่สามารถปรับเปลี่ยนและน ามาใช้เป็นตัวกลางส าคัญในอุตสาหกรรม
น้ ามันส าหรับแปรรูปโครงสร้างไขมัน เนื่องจากการใช้เอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต้องสามารถท างานได้
สภาวะที่มีปฏิกิริยาไม่รุนแรง (Rani et al., 2003) 
 นอกจากนี้ เอนไซม์ไลเปสยังมีส่วนเกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตเนื้อ เช่น การผลิตเนื้อปลาที่
มีไขมันต่ า โดยไขมันในเนื้อปลาจะปลดปล่อยออกระหว่างกระบวนการผลิต โดยจะเพ่ิมเอนไซม์ไลเปส
เข้าไปทดแทนซึ่งในขั้นตอนนี้เรียกว่า biolipolysis เอนไซม์ไลเปสจึงมีบทบาทส าคัญในกระบวนการ
หมัก ขั้นตอนการผลิตไส้กรอก และใช้ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของกรดไขมันที่ปลดปล่อยออกมาใน
ระหว่างการสุก นอกจากนี้เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ยังสามารถน าผลิตนมถั่วเหลืองและการ
ปรับปรุงกลิ่นหอม และเร่งการหมักในไวน์แอปเปิ้ล (Seitz, 1974) เนื่องจากคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน
เป็นองค์ประกอบหลักของวัสดุชีวภาพในการผลิตเชิงอุตสาหกรรมเภสัชกรรม นอกจากนี้ยังรวมถึง
ไขมันด้วยและทั้งสามองค์ประกอบนี้เกี่ยวข้องกับส่วนประกอบของร่างกาย การย่อยสลาย และการดูด
ซึมต่างๆ  
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 นอกจากนีก้ารเกิดปฏิกิริยา selective esterification ของเอนไซม์ไลเปส เป็นการหาสารที่มี
ประโยชน์ต่อร่างกายสามารถศึกษาคุณสมบัติในมาใช้ในการสร้างกรดไขมันอ่ิมตัวบริสุทธิ์ 
(polyunsaturated fatty acid หรือ PUFA) ได้แก่ การท าบริสุทธิ์ Docosahecanoic acid (DHA) 
และ Ecosapentaenoic acid (EPA) จากน้ ามันปลาทูน่าที่มีบทบาทส าคัญต่อการพัฒนาการของ
สมอง และระบบประสาทในการมองเห็นของทารกในครรภ์มารดา (Lawson and Hughes, 1988) 
 
2.3 แหล่งของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในทางอุตสาหกรรม 
 แหล่งธรรมชาติที่แบคทีเรียมีความหลากหลายมากที่สุดในโลกคือ ดิน จะพบว่าสิ่งมีชีวิตที่
อาศัยอยู่ในดินมีการท างานที่ซับซ้อนจึงท าให้เกิดสายใยอาหาร (food web) ที่หลากหลายขึ้นอยู่กับ
ชนิดของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดที่อาศัยอยู่ในดิน (ภาพที่ 5) เอนไซม์ในดินจะถูกสังเคราะห์ด้วยจุลินทรีย์
และท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพเพ่ือกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาต่างๆ เกิดกระบวนการเผา
ผลาญที่จะสลายสารอินทรีย์และผลิตสารประกอบที่ส าคัญส าหรับจุลินทรีย์และพืช (Moreno et al., 
2003) 
 

 
ภาพที่ 5 สายใยอาหารในดินที่เกิดจากการท างานร่วมกันของสิ่งมีชีวิตต่างๆ 

(แหล่งที่มา : Stefan et al., 2018)  
 
 เอนไซม์ที่ส าคัญทางอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ ได้แก่  เซลลูเลส อะไมเลส  โปรตีเอส และไลเปส  
สามารถพบได้ทั้งในแบคทีเรีย รา หรือยีสต์บางสายพันธุ์ที่มีแหล่งอาศัยอยู่ในดิน (ตารางที่ 2-5)  ซึ่ง
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แบคทีเรียในดินเหล่านี้จะท าหน้าที่ปรับปรุงและกระตุ้นการสลายของสารอินทรีย์เพ่ือให้มีสารอาหาร
และสารประกอบคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญ (Aita et al., 2007) และท าให้เกิดการหมุนเวียน
ของแร่ธาตุ ได้แก่ วัฏจักรคาร์บอน วัฏจักรไนโตรเจน วัฏจักรฟอสฟอรัส เป็นต้น ซึ่งสามารถน าสาร
ทุติยภูมิที่แบคทีเรียผลิตขณะเจริญไม่ว่าจะผลิตภายในเซลล์ (intracellular enzyme) หรือผลิตออก
นอกเซลล์ (extracellular enzyme) ไปประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมการผลิตขนมหวาน อุตสาหกรรม
การผลิตเครื่องดื่ม อุตสาหกรรมการผลิตสิ่งทอ อุตสาหกรรมนม เป็นต้น 
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2.4 บทบาทของเอนไซม์ทางอุตสาหกรรมในปัจจุบัน 
 เอนไซม์มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อความยั่งยืนของชีวิต เนื่องจากมีท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา
ทางเคม ีส่งผลให้เกิดการย่อยสลายของสารอินทรีย์ต่างๆ ที่จ าเป็นต้องอาศัยจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในอากาศ 
น้ า และดินจึงท าให้เกิดความหลากหลายของจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ รา แอคติโนไมซิส ซึ่ง
สิ่งมีชีวิตเหล่านี้ล้วนเป็นแหล่งผลิตเอนไซม์ที่มีความหลากหลายและมีประโยชน์ต่ออุตสาหกรรม 
 จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ที่เป็นได้ทั้งกลุ่มไฮโดรไลซิสและออกซิไดซ์ ซึ่งเปรียบเสมือน
เป็นการลดหรือการเผาผลาญสารอินทรีย์ต่างๆ ในธรรมชาติ แต่ปริมาณของเอนไซม์ที่ผลิตได้จะมี
ความแตกต่างกันขึ้นกับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสารตั้งต้นที่แตกต่างกัน 
เอนไซม์ที่ใช้ส าหรับการผลิตเชิงพาณิชย์จะต้องมีความจ าเพาะต่อสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่คัดเลือกเพ่ือ
สนับสนุนให้จุลินทรีย์มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด มีประโยชน์มากกว่าเมื่อเทียบกับเอนไซม์ที่ได้จากแหล่ง
พืชและสัตว์ เนื่องจากการใช้จุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์นั้นมีต้นทุนการผลิตต่ า สามารถอาศัยเทคนิค
การตัดต่อทางพันธุกรรมได้ สามารถขยายการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้อย่างสะดวกรวดเร็ว และ
วัสดุหรืออาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงยังสามารถหาได้ทั่วไปจากสภาพแวดล้อมที่มีความหลากหลาย
ทางกายภาพและทางเคมี ด้วยเหตุนี้อุตสาหกรรมต่างๆ จึงนิยมใช้จุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์ 
(Hasan et al., 2006)เอนไซม์อุตสาหกรรมอาหาร เช่น เพคติเนส ไลเปส แลคเตส เซลลูเลส อะ
ไมเลส โปรตีเอส หรืออินเวอร์เตส ก็มีส่วนช่วยในการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมเพ่ือเอ้ือ
ต่อการผลิตเอนไซม์ให้มีปริมาณสูง เช่น การใช้เทคนิคการตัดต่อพันธุกรรม การใช้เทคนิค 
encapsulation และการใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพหรือ bioreactors ที่อาศัยเทคนิคการตรึงเอนไซม์ 
(immobilization enzyme)  กล่าวคือ เทคนิคนี้จะอาศัยอนุภาคนาโนเป็นตัวกลางในการตรึง
เอนไซม์และวัสดุหรืออนุภาคที่น ามาต้องมีรูพรุนเพ่ือช่วยป้องกันมิให้เอนไซม์เสียสภาพจากความร้อน
ในกระบวนการผลิตต่างๆ ซึ่งนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตไวน์ แอลกอฮอล์ การหมักแอปเปิ้ล ไซ
เดอร์ การผลิตเบียร์ การถนอมเนื้อสัตว์ และทางด้านการแพทย์ เป็นต้น  
  
2.5 การศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุล 
  ก่อนหน้านี้หากต้องการศึกษาความหลายหลายทางสายพันธุ์ของแบคทีเรียมักอาศัยเทคนิค
การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นวิธีที่สิ้นเปลืองทรัพยากรเป็นอย่างมากและมี
ข้อจ ากัดในการศึกษาที่ไม่สามารถจ าลองสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียได้ โดยช่วง
ทศวรรษที่ผ่านมาได้มีการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียโดยอาศัยเทคนิคการวิเคราะห์ ใน
ระดับอณูชีววิทยา (molecular biology หรือ cultured-independent method) เทคนิคนี้มี
บทบาทส าคัญอย่างมาก เนื่องจากสามารถลดระยะเวลาในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียและ
สามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาได้โดยตรงจากแบคทีเรีย ปัจจุบันมีวิธีการเปรียบเทียบสายพันธุ์แบคทีเรีย
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เพ่ือวินิจฉัยความถูกต้องของสายพันธุ์โดยการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ส่วนใหญ่
มักนิยมตรวจสอบโดยอาศัยวิธี gel electrophoresis ที่สามารถแยกสารด้วยกระแสไฟฟ้าผ่านเจล วิธี
นี้จึงสามารถน าไปวิเคราะห์เชิงวิวัฒนาการของจุลินทรีย์ที่สัมพันธ์กับ ribosome RNA gene ของ
จุลินทรีย์ได้ สิ่งมีชีวิตประเภทโพรคาริโอตส่วนใหญ่มีขนาดของไรโบโซม 70S ประกอบด้วยหน่วย
ขนาดใหญ่ขนาด 50S และหน่วยขนาดเล็กขนาด 20S โดยไรโบโซมหน่วยขนาดใหญ่ประกอบด้วย 
23S rRNA ที่มีขนาด 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลีโอไทด์ และโปรตีนอีก 
34 ชนิด ส่วนไรโบโซมหน่วยขนาดเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด์
และโปรตีน 21 ชนิด (Head et al., 1998) 
 ยีน 16S rRNA จัดเป็นยีนที่มีบริเวณอนุรักษ์สูง นิยมใช้กันแพร่หลายในการศึกษาล าดับนิวคลี
โอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ เนื่องจากยีน 16S rRNA เป็นออร์แกเนลล์ที่พบได้ทั่วไปในเซลล์
แบคทีเรียโดยมีมัลติยีน (multigene) หรือ operon ที่ก าหนดความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์
แบคทีเรีย มีหน้าที่ที่แน่นอน มีขนาดใหญ่และมีการเปลี่ยนแปลงน้อยมากในแต่ละวิวัฒนาการจึงง่าย
ต่อการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรีย (Janda and Abbott, 2007) มีประโยชน์ทางด้านการตรวจ
วิเคราะห์สายพันธุ์แบคทีเรียและวิเคราะห์เชิงวิทยาศาสตร์เฉพาะทาง ในขณะที่บริเวณแปรผันของยีน 
16S rRNA ท าให้พบความหลากหลายที่เพียงพอในการออกแบบไพรเมอร์ในปฏิกิริยา PCR ที่
เหมาะสมกับเงื่อนไขการท างาน กรณีที่ยีนมีความผันแปรสูงหรือเกิดการผ่าเหล่าหรือมิวเทชั่นจะท าให้
ข้อมูลของล าดับนิวคลืโอไทด์บางส่วนสูญหายไปและไม่สามารถน ามาเปรียบเทียบความเหมือนของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (alignment) เนื่องจากการเปรียบเทียบข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเป็นต้อง
เปรียบเทียบหาบริเวณท่ีมีความเหมือนและความต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์  



 

 

  
 

บทที่ 3  
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 สถานที่เก็บข้อมูล 
 พ้ืนที่ดินเค็มในป่านาสีนวน ต าบลนาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม ประเทศ
ไทย สถานที่ท าการทดลอง คือ หน่วยวิจัย Natural Antioxidant Innovation Research Unit 
(NAIRU) ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยมหาสารคาม  และศูนย์เครื่องมือ
กลางของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
 
3.2 การเก็บตัวอย่างดินจากพื้นที่ดินเค็ม 
 สถานที่เก็บข้อมูล ณ ผืนที่ดินเค็มในป่านาสีนวน ต าบลนาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัด
มหาสารคาม ประเทศไทย เริ่มเก็บดินจ านวน 60 ไร่แรก (96,000 ตารางเมตร) ในระยะ 1 (Phase 1) 
จากทั้งหมด 120 ไร่ วิธีเก็บตัวอย่างดิน มีดังนี้ (กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ จาก 
www.doa.go.th) 
 วิธีการ 
 1) แบ่งพ้ืนที่ออกเป็น 3 แปลงย่อย จาก 60 ไร่ แล้วก าหนดหมายเลขแปลงย่อยเหล่านั้น 

ภาพที่ 6 ปีวิจัยที่ 1 พ้ืนที่เก็บดินแบ่งออกเป็น 3 แปลง แต่ละแปลงแบ่งออกเป็น 4 โซน 
  
 2) เดินสุ่มเก็บตัวอย่างให้ทั่วในแต่ละแปลงย่อยที่มีต้นไม้อยู่อย่างหนาแน่น แบ่งแต่ละแปลง
ออกเป็น 4 ส่วน ส่วนละ 5 จุด รวมเก็บตัวอย่างดินในแต่ละแปลงย่อย 20 จุด 

http://www.doa.go.th/
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 3) การเก็บตัวอย่างดินแต่ละจุด รวม 20 จุด โดยใช้พลั่วหรือจอบขุดดินเป็นหลุม รูปคมขวาน 
หรือรูปลิ่ม ลึกประมาณ 15 ซม. ใช้พลั่วแซะดินด้านหนึ่งของหลุมให้ได้ดินเป็นแผ่นหนา 2-3 ซม. ลึก 
15 ซม. ตัวอย่างดินที่ได้นี้เป็นดิน 1 จุด แล้วใส่รวมกันในกระป๋องพลาสติก ส าหรับไม้ผลหรือไม้ยืนต้น 
เก็บดินที่ความลึก 0-15 และ 40-50 ซม. 
 4) คลุกเคล้าดินในกระป๋องให้เข้ากัน เทลงบนผ้าพลาสติก คลุกเคล้าดินให้เข้ากันอีกครั้ง
หนึ่ง กองดินเป็นรูปฝาชี แบ่งดินออกเป็น 4 ส่วน เก็บดิน 4 ส่วนนี้แยกไว้ 4 ถุง ส าหรับใช้ในการ
วิเคราะห์ 
 5) ถ้าดินเปียก ตากในที่ร่ม แล้วบดให้ละเอียดเก็บใส่ถุง และเขียนหมายเลขก ากับไว้ 
 6) เก็บดินไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าจะท าการวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป ท าการวิเคราะห์
คุณสมบัติทางกายภาพของดินโดยการวัดค่าการน าไฟฟ้าและค่าความเป็นกรด-ด่าง  
 
3.3 การแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ส าคัญทางอุตสาหกรรม 
 ชั่งดินมา 10 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 90 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันโดยเครื่อง vortex 
จากนั้นน ามาเจือจางด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อให้ได้สารละลายเจือจางหลายระดับ 10-2 ถึง 10-6 
ก่อนปิเปตสารแขวนลอยปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแต่ละชนิดแล้วเกลี่ยให้ทั่ว
จานเพาะเชื้อด้วยวิธีเกลี่ยเชื้อตามคุณสมบัติของแบคทีเรียที่ต้องการศึกษา ดังต่อไปนี้ 
 

 3.3.1 เอนไซม์เซลลูเลส 
  1) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
   เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง carboxymethyl cellulose 
(CMC) agar (กรัม/100 มิลลิลิตร); 1.0 CMC, 0.1 NaNO3, 0.1 KCl, 0.05 MgSO4, 0.05 yeast 
extract, 0.1 glucose และ 1.5% agar บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 
0.1% congo red ให้ทั่วจานเพาะเชื้อ ทิ้งไว้ 15 นาที แล้วจึงล้างด้วยสารละลาย 1 โมลาร์ NaCl 
(Apun et al., 2000) สังเกตบริเวณส่วนใสรอบๆ โคโลนีที่ย่อย CMC แสดงว่าสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
จากนั้น เก็บโคโลนีเหล่านั้นมาท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีขีดเชื้อ จากนั้น
ศึกษาลักษณะของโคโลนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ สัณฐานรูปร่างการจัดเรียงตัวและชนิด
ของแกรมแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ก าลังขยาย 1,000 เท่า) เก็บไอโซเลทแบคทีเรียบริสุทธิ์มา
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) (กรัม/ลิตร); 10.0 tryptone, 5.0 yeast extract, 
5.0 NaCl และ 15.0 agar (pH 7.2) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะเชื้อมาท า point 
inoculation บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน สังเกตเคลียร์โซน
รอบๆ โคโลนี วัดรัศมีของบริเวณใสและรัศมีของโคโลนีเพ่ือค านวณหาค่า Halo : Colony ratios ดัง



 

 

  26 

สูตรต่อไปนี้ Halo : Colony ratios = รัศมีบริเวณวงใสรอบโคโลนี/รัศมีโคโลนี ไอโซเลทที่มีค่า Halo 
: Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก แสดงว่ามีกิจกรรมเอนไซม์ดีที่สุด (Nwanyanwu et al.,  
2015) จากนั้นเก็บเชื้อไว้ท าการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ในอาหารเหลวต่อไป 
  2) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
   เลี้ยงเชื้อที่มีค่า Halo : Colony ratio สูงที่สุด 3 อันดับแรก ปรับความขุ่น
ด้วยอาหารเหลวให้มีเชื้อเริ่มต้น 108  โคโลนีฟอร์มมิ่งยูนิต/มิลลิลิตร เทียบกับ 0.5 McFarland 
(Franklin et al., 2012) เพ่ือทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ประกอบด้วย (กรัม/ลิตร); 0.1 CMC, 
0.5 glucose, 0.75 peptone, 0.01 FeSO4 , 0.5 KH2PO4 และ 0.5 MgSO4 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง เพ่ือเหนี่ยวน าให้
แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บส่วนใส (extracellular enzyme) เพ่ือท าการศึกษาต่อไป  
 ส าหรับการทดสอบหากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตโดยแบคทีเรียที่คัดแยกได้นั้น สามารถ
ท าการทดสอบโดยปิเปตส่วนใส่ของแบคทีเรียที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก 
และทดสอบตามวิธีที่ดัดแปลงจากรายงานก่อนหน้านี้ของ (Ghose, 1987) กล่าวคือ ผสมส่วนใสที่เป็น

แหล่งของเอนไซม์ (crude enzyme) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับ 0.3 มิลลิลิตร ของ 1% 

carboxymethyl cellulose (CMC) ที่ละลายในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ sodium phosphate 
buffer (pH 7) จากนั้นบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือเหนี่ยวน าให้เกิด
การท างานของเอนไซม์เซลลูเลส จากนั้นหยุดการทดลองโดยการเติมสาร DNS reagent ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือท าให้เกิดสี วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 575 
นาโนเมตร (Miller, 1959) โดยมีน้ ากลั่นปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 
0.3 มิลลิลิตร เป็นแบล็งก์ และมีชุดควบคุมเป็น crude enzyme extract ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ค านวณกิจกรรมของ
เอนไซม์ 1 unit cellulase activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol glucose ต่อนาที โดย
ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส และค านวณหาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซ ม์จากสูตรการ
ค านวณโดยอา้งอิงวิธีของ Haq et al. (2003) 
 
กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) =   ปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์ × ค่าการเจือจาง  
             1,000 × มวลโมเลกุลกลูโคส × เวลา × ปริมาตรเอนไซม ์
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ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ าเพาะ (ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน)  
 =        กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) 
               ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 
3.3.2 เอนไซมอ์ะไมเลส 

  1) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
   เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง starch agar (กรัม/ลิตร); 
3.0 beef extract, 10.0 starch และ 15.0 agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง จากนั้นเติม 0.3% I2 ที่ผสมกับ 0.6% KI solution ให้ท่วมจานเพาะเชื้อและสังเกตบริเวณส่วน
ใสรอบๆ โคโลนี หากไอโซเลทใดมีบริเวณส่วนใสรอบๆ โคโลนี ปรากฏขึ้นแสดงว่าไอโซเลทนั้นๆ 
สามารถสร้างเอนไซม์อะไมเลสเพ่ือท าหน้าที่ในการย่อยแป้งให้ได้น้ าตาลซึ่งไม่ท าปฏิกิริยา เก็บโคโลนี
เหล่านั้นมาท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีขีดเชื้อ จากนั้นศึกษาลักษณะของ
โคโลนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ สัณฐานรูปร่างการจัดเรียงตัวและชนิดของแกรมแบคทีเรีย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ก าลังขยาย 1,000 เท่า) เก็บไอโซเลทแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Luria Bertani (LB) (กรัม/ลิตร); 10.0 tryptone, 5.0 yeast extract, 5.0 NaCl และ 15.0 
agar (pH 7.2) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะเชื้อมาท า point inoculation บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน สังเกตเคลียร์โซนรอบๆ โคโลนี แล้วท า
การวัดรัศมีของบริเวณใสและรัศมีของโคโลนี เพ่ือน ามาค านวณหาค่า Halo : Colony ratios ดังสูตร
ต่อไปนี้ Halo : Colony ratios = รัศมีบริเวณวงใสรอบโคโลนี/รัศมีโคโลนี Halo : Colony ratios 
สูงสุด ไอโซเลทที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก แสดงว่ามีกิจกรรมเอนไซม์อะ
ไมเลสที่สุด (Nwanyanwu et al.,  2015) เก็บเชื้อไว้ท าการทดลองในอาหารเหลวต่อไป 
  2) การคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลิตเอนไซม์อะไมเลสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
   เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับ
แรก ปรับความขุ่นเชื้อด้วยอาหารเหลวให้เชื้อมีจ านวนเซลล์เริ่มต้น 108 โคโลนีฟอร์มมิ่งยูนิต/มิลลิลิตร 
เทียบกับ 0.5 McFarland (Franklin et al., 2012) เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลวโดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Ashwini et al. (2011) ประกอบด้วย (กรัม/ลิตร); 10.0 starch soluble, 10.0 
peptone, 20.0 yeast extract, 0.05 KH2PO4, 0.015 MnCl2.4H2O, 0.25 MgSO4.7H2O, 0.05 
CaCl2.2H2O และ 0.01 FeSO4.7H2O  ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า
ที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง น ามาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000g เป็นเวลา 15 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใส (extracellular enzyme) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ทดสอบหากิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรียไอโซเลทที่คัดเลือกได้จากค่า Halo : Colony 
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ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก โดยปิเปต 0.2 มิลลิลิตร ของส่วนใสที่เป็นแหล่งของ extracellular 
enzyme ผสมกับ 1% สารละลายแป้งปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เพ่ือเหนี่ยวน าให้เอนไซม์ท างาน จากนั้นหยุดการทดลองโดยการเติมสาร DNS reagent 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือท าให้เกิดสี วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 

575 นาโนเมตร โดยมีน้ ากลั่นปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตร เป็นแบล็งก์ และมีชุดควบคุมเป็น crude enzyme extract ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ค านวณกิจกรรมของ
เอนไซม์ 1 unit amylase activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol glucose ต่อนาที โดย
ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส โดยอ้างอิงจาก Haq et al. (2003) และค านวณหาค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์ จากสูตร 
 
กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) =   ปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์ × ค่าการเจือจาง  
             1,000 × มวลโมเลกุลกลูโคส × เวลา × ปริมาตรเอนไซม ์
 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ าเพาะ (ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน)  
 =     กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) 
           ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 

 3.3.3 เอนไซม์โปรตีเอส 
  1) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
   เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง skim milk ประกอบด้วย 
(กรัม/100 มิลลิลิตร); 1.0 tryptone, 0.5 peptone, 0.3 (NH4)2SO4, 2.0 K2HPO4, 0.2 MgSO4, 
1.0 casein และ15.0 agar (pH 7.0) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกต
การเกิดเคลียร์โซนรอบๆ โคโลนี แสดงว่าไอโซเลทเหล่านั้นสร้างเอนไซม์โปรตีเอสที่ย่อยเคซีนใน
อาหารแข็งได้ จากนั้นเก็บโคโลนีเหล่านั้นมาท าให้บริสุทธิ์บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีขีดเชื้อ ศึกษา
ลักษณะของโคโลนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ สัณฐานรูปร่างการจัดเรียงตัวและชนิดของแก
รมแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ก าลังขยาย 1,000 เท่า) เก็บไอโซเลทแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) (กรัม/ลิตร); 10.0 tryptone, 5.0 yeast extract, 5.0 NaCl และ 
15.0 agar (pH 7.2) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อแตะเชื้อมาท า point inoculation 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน สังเกตเคลียร์โซนรอบๆ 
โคโลนี แล้วท าการวัดรัศมีของบริเวณใสและรัศมีของโคโลนี เพ่ือน ามาค านวณหาค่า Halo : Colony 
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ratios ดังสูตรต่อไปนี้ Halo : Colony ratios = รัศมีบริเวณวงใสรอบโคโลนี/รัศมีโคโลนี Halo : 
Colony ratios สูงสุด Haq et al. (2003) ไอโซเลทที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับ
แรก แสดงว่ามีกิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสดีที่สุด (Nwanyanwu et al.,  2015) เก็บเชื้อไว้ท าการ
ทดลองในอาหารเหลวต่อไป 
   
  2) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตโปรตีเอสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
   เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับ
แรก ปรับความขุ่นเชื้อด้วยอาหารเหลวให้เชื้อมีจ านวนเซลล์เริ่มต้น 108 โคโลนีฟอร์มมิ่งยูนิต/มิลลิลิตร 
เทียบกับ 0.5 McFarland (Franklin et al, 2012) ที่ประกอบไปด้วย (กรัม/ลิตร); 10.0 tryptone, 
5.0 peptone, 3.0 (NH4)2SO4, 2.0 K2HPO4, 0.2 MgSO4, 10.0 casein ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่ม
ที่ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง น ามาปั่นเหวี่ยงที่ 
10,000g เป็นเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใส (extracellular enzyme) ส าหรับการ
ทดสอบหากิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสจากแบคทีเรียไอโซเลทที่คัดเลือกได้จากค่า Halo : Colony 
ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก ดัดแปลงวิธีของ Suganthi et al. (2013) โดยมีส่วนผสมประกอบไป

ด้วย 0.5 มิลลิลิตร crude enzyme ผสมกับ 1% เคซีน ใน 50 มิลลิโมลาร์ Potassium phosphate 
buffer pH 7.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือ
เหนี่ยวน าให้เอนไซม์ท างาน หยุดการทดลองโดยการเติม 110 มิลลิโมลาร์ trichloroacetic acid 
(TCA) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปิเปต
ส่วนใสของสารผสมมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5 โมลาร์ Sodium carbonate solution 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสารละลาย Folin’s reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 280 นาโนเมตร โดยมีน้ ากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร เป็นแบล็งก์ และมีชุดควบคุมเป็นส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลทปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสม
กับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ 1 unit protease 
activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol tyrosine ต่อนาที  โดยค านวณกิจกรรมของเอนไซม์
โปรตีเอสโดยอ้างอิงจากรายงานก่อนหน้านี้ของ Cupp-Enyard (2008) และค านวณหาค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์ จากสูตรดังต่อไปนี้                                                                                                                                                                                                 
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ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) 
= ปริมาณของไทโรซีนที่ถูกปลดปล่อยออกมา (ไมโครโมลาร์) x ปริมาตรทั้งหมด (มิลลิลิตร)  

x ค่าเจือจาง 
                ปริมาตรเอนไซม์ที่ใช้ในการทดลอง x เวลาที่ใช้ในการบ่ม × ปริมาตรที่ใช้ในคูเวท  
     (มิลลิลิตร)        (นาท)ี   (มิลลิลิตร)    
                             
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ าเพาะ  =           กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
   (ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน)          ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 
3.3.4 เอนไซม์ไลเปส 

  1) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
   เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง tributyrin agar (Sirisha 
and Rajasekar, 2010) ที่ประกอบไปด้วย (กรัม/100 มิลลิลิตร); 0.5% (w/v) peptone, 0.3% 
(w/v) yeast extract, 1% (v/v) tributyrin และ 1.5% agar, pH 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตเคลียร์โซนรอบๆ โคโลนี แสดงว่าสร้างไลเปสที่ย่อย tributyrin 
จากนั้นเก็บโคโลนีนั้นๆ มาท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีขีดเชื้อ ศึกษาลักษณะ
ของโคโลนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ สัณฐานรูปร่างการจัดเรียงตัวและชนิดของแกรม
แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ก าลังขยาย 1,000 เท่า) เก็บไอโซเลทแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) (กรัม/ลิตร); 10.0 tryptone, 5.0 yeast extract, 5.0 NaCl และ 
15.0 agar (pH 7.2) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ใช้ไม้จิ้มฟันแตะเชื้อมาท า point inoculation บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน สังเกตเคลียร์โซนรอบๆ โคโลนี แล้วท า
การวัดรัศมีของบริเวณใสและรัศมีของโคโลนี เพ่ือน ามาค านวณหาค่า Halo : Colony ratios ดังสูตร
ต่อไปนี้ Halo : Colony ratios = รัศมีบริเวณวงใสรอบโคโลนี/รัศมีโคโลนี Halo : Colony ratios 
สูงสุด ไอโซเลทที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก แสดงว่ามีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปส
ดีที่สุด (Nwanyanwu et al.,  2015) เก็บเชื้อไว้ท าการทดลองในอาหารเหลวต่อไป 
  2) การคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
   เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่มีค่า Halo : Colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับ
แรก ปรับความขุ่นเชื้อด้วยอาหารเหลวให้เชื้อมีจ านวนเซลล์เริ่มต้น 108 โคโลนีฟอร์มมิ่งยูนิต/มิลลิลิตร 
เทียบกับ 0.5 McFarland (Franklin et al., 2012) อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ประกอบไปด้วย (กรัม/
100 มิลลิลิตร); 0.2 peptone, 0.1 NH4H2PO4, 0.25 NaCl, 0.04 MgSO4.7H2O, 0.04 
CaCl2.2H2O, 1.0 olive oil และ 2% (V/V) tween 80 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส เขย่าที่ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000g เป็น
เวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วน supernatant (extracellular enzyme) จากนั้นหา
กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสดัดแปลงวิธีของ Winkler and Stuckmann (Winkler and Stuckmann, 
1979)  โดยผสมสารสารตั้งต้น para-nitrophenyl palmitate (pNPP) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

ผสมกับ 300 ไมโครลิตร ของเอนไซม์ (cell-free crude enzyme) ใน 0.05 โมลาร์ Tris-Cl buffer 
pH 7.0 ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือเหนี่ยวน า

ให้เอนไซม์ท างาน วัดค่าดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร โดยมีน้ ากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เป็นแบล็งก์ และมีชุดควบคุมเป็นส่วนใสของแบคทีเรียไอ
โซเลทปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ค านวณกิจกรรมของ
เอนไซม์ 1 unit lipase activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol p-nitrophenol ต่อนาที ซึ่ง
มีค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงต่อโมลาร์คือ 15,000 cm2 mg-1 (Winkler and Stuckmann, 
1979) โดยค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส และค านวณหาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ดังสูตร
ที่กล่าวไว้ ซึ่งมีกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol เป็นแหล่งอ้างอิง 
 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส = ปริมาณของ p-nitrophenol × ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 
(ยูนิต/มิลลิลิตร)           ระยะเวลาการบ่ม x ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงต่อโมลาร์ x ปริมาตร                                               
                                    เอนไซม์ (นาที)                                                    สารละลาย   
                                                                                                          (มิลลิลิตร) 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ าเพาะ =           กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน)              ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 
3.4 การจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียโดยวิธี PCR-based 16S rRNA gene 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์จาก 20% glycerol stock ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 1 มิลลิลิตร 
ข้ามคืนเพ่ือการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ โดยใช้ Bacterial Genomic DNA extraction kit (Vivantis, 
Malaysia) เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย 16S rRNA gene จากจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์สากล (Wang et al., 1996) Forward primer คือ 27F 5’- 
GAGAGTTTGATTCTGGCTCAG-3’ และ  Reverse primer คื อ  1524R 5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’ เทคนิค PCR 1 ปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร  
ประกอบด้วย จีโนมิกดีเอ็นเอความเข้มข้น 0.5 นาโนกรัม สารละลาย 1X Master Mix Buffer A 500 
มิลลิโมลาร์ KCl, 100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl (pH 9.1), 0.1% TritonTMX-100, 200 มิลลิโมลาร์ 
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dNTP, 1.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2 0.2 ไมโครโมลาร์ forward and reverse primer, 0.005 U Taq 
DNA Polymerase และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วจนได้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  
ใช้เครื่อง PCR thermocycler (ThermoScientific Hybaid Px2) ในการเพ่ิมจ านวน 16S rRNA 
gene ซึ่งมีสภาวะดังนี้ ขั้นตอนการแยกสาย DNA สายคู่ออกจากกัน (denaturation) ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ ตั้งจ านวนรอบ 32 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที ขั้นตอน
ไพรเมอร์จับดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 45 วินาที การสังเคราะห์ดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72
องศาเซลเซียส 1 นาที และเพ่ิมจ านวนล าดับนิวคลิโอไทด์สุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที และ
เก็บ PCR product ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยเตรียม 0.8% agarose gel ละลายใน 1X TBE buffer pH 8.0 ปริมาตร 40 
หรือ 100  มิลลิลิตร  ด้วยความร้อนจากนั้นท าให้เย็นที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เติมสี SYBR Safe 
dye (Invitrogen) ในอัตราส่วน 0.5 ไมโครลิตร/สารละลายเจล 40 มิลลิลิตร เขย่าและผสมใน
สารละลายเจลโดยทั่วแล้วเทเจลลงในถาดเจล (gel chamber) ทิ้งให้เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้องผสม
สารละลายจีโนมิกดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม กับ 6X Loading dye ในอัตราส่วน 2:1 โดยปริมาตร ใช้ 
lambda DNA 100 นาโนกรัม เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานเมื่อเทียบขนาดดีเอ็นเอใช้กระแสไฟฟ้าที่มีความ
ต่างศักย์ไฟฟ้า 80 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที ตรวจแถบดีเอ็นเอผ่านเครื่อง Gel documation 
(SYNGENE) สกัด PCR product บริสุทธิ์โดยใช้ PCR purification kit (Vivantis, Malaysia) จากนั้น
ส่ง PCR product ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท First BASE Co. Ltd. (ประเทศมาเลเซีย) 
วิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลว่ามีค่าความเหมือนหรือคล้ายคลึงกับดีเอ็น
เอของแบคทีเรียชนิดใดในฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tools) จากฐานข้อมูล NCBI (Altschul et al., 1990) โดยเลือกเชื้อที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนสูง
ทีสุ่ด (% Identity) ผลของการจัดล าดับเบส partial 16S rRNA จะถูกน าไปสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) ด้วยวิธี Maximum Likelihood method ของ Tamura-Nei model 
(Tamura and Nei, 1993) โดยใช้โปรแกรม MEGA7 (www.megasoftware.net) Bootstrap 
จ านวน 1,000 ซ้ า  
 
3.5 การหาปริมาณของโปรตีนและการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ 

 3.5.1 การเตรียม extracellular crude enzyme 
  เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่กระตุ้นหรือเหนี่ยวน าการเอนไซม์โดยการเติมสาร
ตั้งต้นลงไปตามที่ได้กล่าวไว้ในการทดลองหากิจกรรมที่ต้องการของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้ อเหลว บ่ม
เชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาที่ให้กิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด ปั่นเหวี่ยงเชื้อที่ 10,000g ที่ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสมากรองผ่านเมมเบรน 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือท าให้ส่วนใส
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ปราศจากเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นน าส่วนใสไปท าให้เข้มข้นขึ้นโดยใช้ Ultracentrifuge protein 
concentrator (Molecular weight cut-off 10 kDa) จากนั้นน าไปหาปริมาณโปรตีนก่อนที่จะ
น าไปใช้ทดสอบกิจกรรมของ extracellular crude enzyme 
 

 3.5.2 การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry’s method 
         โดยใช้วิธี Lowry’s method (Lowry et al., 1951) น าตัวอย่าง crude enzyme 
200 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Lowry’s solution 1.0 มิลลิลิตร แล้วเขย่าหรือ vortex หลอด 
Eppendorf tube และตั้งที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที  จากนั้นจึงเติม Folin’s  reagent  0.1 มิลลิลิตร  
แล้วรีบเขย่าหลอดทันทีอย่างแรง หรือ vortex และตั้งที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 750 นาโนเมตร โดยเครื่อง spectrophotometer ค านวณหาปริมาณโปรตีน โดยอาศัยกราฟ
มาตรฐานของ Bovine Serum Albumin (BSA จาก stock solution 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) โดยเจือ
จางให้มีปริมาณโปรตีนมีความเข้มข้น 0 25 50 100 150 และ 200 ไมโครกรัม ท าการทดลอง 3 ซ้ า  

 
3.5.3 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ 

         น า extracellular crude enzyme ไปทดสอบหากิจกรรมของเอนไซม์ตามวิธีที่กล่าว
ไว้ข้างต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่น าส่วนใสของเชื้อมาทดสอบ ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 1 
unit enzyme activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol ของผลิตภัณฑ์ต่อนาที 
 
3.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 

 3.6.1 หา pH ที่เหมาะสม  
  น า crude extract ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากการหากิจกรรมสูงสุดของ
เอนไซม์แต่ละชนิดที่ผ่านมา บ่มโดยแปรผันกับบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH ตั้งแต่ 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 กับ 
1% สารตั้งต้นของแต่ละเอนไซม์ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที ท าการทดลอง 3 ซ้ า ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 1 unit enzyme activity เท่ากับ
ปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol ของผลิตภัณฑ์ต่อนาที ดังที่เคยท ามา 
 

 3.6.2 หาอุณหภูมิที่เหมาะสม  
  น า crude extract ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากการหากิจกรรมสูงสุดของ
เอนไซม์แต่ละชนิดที่ผ่านมา โดยควบคุม pH ที่เหมาะสมตามผลการทดลองข้อ 3.6.1 ที่ผ่านมา บ่ม
โดยแปรผันที่อุณหภูมิ 4 25 35 45 55 65 75 85 และ 95 องศาเซลเซียส บ่มกับ 1% สารตั้งต้นของ
แต่ละเอนไซม์ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมเป็นเวลา 30 นาที ท าการทดลอง 3 ซ้ า และค านวณหาค่า
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กิจกรรมของเอนไซม์ 1 unit enzyme activity เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ผลิต 1 µmol ของ
ผลิตภัณฑ์ต่อนาที ดังที่เคยท ามา 
 
3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยด าเนินการในรูปแบบของการ
วิเคราะห์ One-Way  Analysis Of Variance (One-way ANOVA) ตามวิธี Duncan Multiple 
Range’s Test อาศัยโปรแกรม SPSS Statistics Ver. 17.0 แสดงผลในค่า mean ± SD ผลการ
ทดลองมีความแตกต่างกันอย่างมนีัยส าคัญเมื่อ p<0.05



 

 

  
 

บทที่ 4  
ผลการทดลองและการอภิปรายผลการทดลอง 

 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลส  อะไมเลส  โปรตีเอส  และไลเปส  
 ในประเทศไทยโดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือมักประสบปัญหาดินเค็มที่แพร่กระจายอยู่
ทั่วทุกพ้ืนที่ในภาค ซึ่งระดับความเค็มจะมีตั้งแต่เค็มเล็กน้อยกระทั่งเค็มมากแล้วแต่พ้ืนที่ส่งผลต่อให้
เกษตรกรได้ผลผลิตน้อยลง วิธีการสัดหาค่าความเค็มของดินสามารถท าได้หลายวิธีแต่วิธีที่ ได้รับความ
นิยมากท่ีสุดคือ การวัดหาค่าการน าไฟฟ้าของดิน (Electrical conductivity, EC) มีหน่วยการวัดเป็น 
ไมโครซีเมนส์/เซนติเมตร ซึ่งค่าการน าไฟฟ้าของดินมีค่าตั้งแต่ 2-18 ไมโครซีเมนส์/เซนติเมตร โดย
ตั้งแต่ 4 ไมโครซีเมนส์/เซนติเมตร มีความสัมพันธ์กับร้อยละความเค็มของดินและเริ่มมีผลต่อการ
เจริญของพืชที่เจริญในบริเวณเหล่านั้น (US Salinity Laboratory Staff, 1954) 
 แบคทีเรียที่พบในดินมักมีความหลากหลายทางสายพันธุ์และหน้าที่ ป่านาสีนวนถือเป็นป่าที่
ค่อนข้างมีความอุดมสมบูรณ์จัดเป็นบริเวณดินเค็ม จึงท าให้สามารถพบจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในการ
น ามาประยุกต์ใช้เชิงอุตสาหกรรม จากการเก็บตัวอย่างดินบริเวณต่างๆ ทั้งหมด 14 จุด ในป่านาสีน
วน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม ผู้วิจัยท าการวัดค่าการน าไฟฟ้าซึ่งมีความสัมพันธ์กับค่า
ความเค็มและค่า pH ของสารละลายดิน พบว่าบริเวณป่านาสีนวนส่วนใหญ่มีค่าการน าไฟฟ้าระหว่าง 
2-18 ไมโครซีเมนส์/เซนติเมตร (ตารางที่ 6) หากค่าความน าไฟฟ้ามีค่าเท่ากับ 2 ไมโครซีเมนส์/
เซนติเมตร หรือมากกว่าจัดว่าเป็นดินเค็มและเริ่มมีผลกระทบต่อการเจริญของพืช ส่งผลให้พืชที่เจริญ
บริเวณดังกล่าวเกิดความเครียดท าให้พืชผลิตก๊าซเอทิลีนมากขึ้นส่งผลให้พืชเร่งการหลุดร่วงของใบ
และกลีบ ท าให้ได้ผลผลิตน้อยและส่งผลกระทบต่อการเกษตร จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าดินแต่ละจุด
มีความหลากหลายของพืชที่เจริญอยู่รอบๆ และแหล่งดินแต่ละจุดมีค่าความเค็มที่แตกต่างกันไปท าให้
พบจุลินทรีย์ที่หลากหลาย ข้อดีของแบคทีเรียในดิน คือ สามารถเร่งการย่อยสลายของอินทรียวัตถุ 
ตรึงแร่ธาตุในดินและอากาศ แต่ในขณะเดียวกันก็สามารถท าให้เกิดโรคในพืชได้ และหากน าไปศึกษา
หาความสามารถในการผลิตเอนไซม์อุตสาหกรรมก็น่าจะพบความหลากหลายของเอนไซม์ที่จุลินทรีย์
เหล่านี้ผลิตได้ 
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4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส         
โปรตีเอส และไลเปส ที่แยกได้จากดินในพื้นที่ป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม 
ประเทศไทย 
 คัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อุตสาหกรรมจากตัวอย่างดินบริเวณพ้ืนที่ป่านาสีนวน 
โดยคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็งคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC agar) 
บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสบนอาหารแข็ง starch agar บ่มเป็นเวลา 
72 ชั่วโมง แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสบนอาหารแข็ง skim milk บ่มเป็นเวลา 48 และ
แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง tributyrin บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อุตสาหกรรมจะสร้างบริเวณส่วนใสรอบๆ 
โคโลนีบนอาหารแข็ง นั่นแสดงว่าไอโซเลทเหล่านั้นมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์มาย่อยสารตั้ง
ต้นบนอาหารทั้ง 4 ชนิด (ภาพที่ 7) 
 ผลความสามารถเบื้องต้นในการผลิตเอนไซม์บนอาหารแข็งที่มีสารตั้งต้นต่างๆ พบจ านวนไอ
โซเลทของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส โปรตีเอส และไลเปส 
ทั้งหมด 7 32 41 และ 35 ไอโซเลท ตามล าดับ รวมทั้งสิ้น 115 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในผลิต
เอนไซม์ไฮโดรไลติกจากตัวอย่างดินบริเวณพ้ืนที่ป่านาสีนวน จ านวน 14 จุด จากนั้นท าการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ทุกไอโซเลทด้วยวิธีการสังเกตการติดสีจากการ
ย้อมแกรมภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า รวมถึงสังเกตลักษณะของโคโลนีที่สังเกตได้ 
(ตารางที่ 7-11)  
 

     A                           B                            C                           D 

 
ภาพที่ 7 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์บนอาหารแข็งที่มีสารตั้งต้นต่างกัน (A) แบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC (B) แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสบนอาหารแข็ง starch 
agar (C) แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสบนอาหารแข็ง skim milk และ (D) แบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง tributyrin 
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4.4 กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรไลติก 
 4.4.1 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 

  1) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
   จากการคัด เลือกแบคที เรียที่ มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์          
เซลลูเลสด้วยวิธีการเกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง CMC ซึ่งแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจะย่อยสารตั้ง
ต้น CMC ซึ่งจ าเป็นต้องอาศัยสารละลาย 0.1% congo red ในการสังเกตวงใสรอบๆ โคโลนี โดย 

Nargotra et al. (2016) กลา่วว่าเนื่องจากสารละลาย congo red จะเข้าจับกับบริเวณพันธะ β-1,4 
glycosidic ที่มีอยู่ในอาหารแข็ง CMC หากแบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจะ
ย่อย CMC ซึ่งเป็นสารตั้งต้นท าให้เกิดบริเวณส่วนใสรอบๆ โคโลนี (ภาพที่ 8) ซึ่งผลการทดลองพบว่า
แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่คัดแยกได้จากดินในป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัด
มหาสารคาม มีจ านวน 7 ไอโซเลท มีค่า Halo : colony ratios อยู่ในช่วง 1.2-2.6 (ตารางที่ 7) หลัง
บ่มเชื้อแบคทีเรียนาน 24 ชั่วโมง 

 

 
 

ภาพที่ 8 โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสย่อยเซลลูโลสบนอาหารแข็ง CMC  
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  2) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
   เอนไซม์เซลลูเลสจัดเป็นเอนไซม์ที่ต้องอาศัยสารตั้งต้นมากระตุ้นเพ่ือให้เกิด
การสร้างหรือผลิตเอนไซม์เซลลูเลสขึ้นมาย่อยสารตั้งต้นที่จ าเพาะกับเอนไซม์ ซึ่งผลทดลองจากข้อ (1) 
คัดเลือกแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่มีค่า Halo : colony ratios สูงที่สุด 3 อันดับแรก มาเหนี่ยวน าให้ผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสในอาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของสารตั้งต้น 1% CMC บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง ตามล าดับ (ตารางที่ 12) ผลการวิจัยพบว่าแบคทีเรีย
ที่มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุด 3 อันดับแรก ได้แก่ Bacillus subtilis 1.2CL2 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์   เซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 5.38 ± 0.15 ยูนิต/มิลลิลิตร รองลงมาคือ Bacillus 
licheniformis 1.1CL5  มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสเท่ากับ 3.06 ± 0.11 ยูนิต/มิลลิลิตร และ 
Bacillus licheniformis 1.2CL3 มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสเท่ากับ 1.69 ± 0.24 ยูนิต/
มิลลิลิตร หลังบ่มนาน 72 ชั่วโมง (ภาพท่ี 9) 
 
ตารางที่ 13 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ หลังบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ์ 
ระยะเวลาการบ่ม (ชั่วโมง), ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

24 48 72 
Bacillus subtilis 
1.2CL2 

1.39bB ± 0.09 0.83cB ± 0.24 5.38aA ± 0.15 

Bacillus licheniformis 
1.2CL3 

1.46bB ± 0.17 1.69aB ± 0.12 0.95cA ± 0.10 

Bacillus licheniformis 
1.1CL5 

1.60bB ± 0.13 1.63bB ± 0.12 3.06aA ± 0.11 

หมายเหตุ : อักษร a,b,c ที่แตกต่างกันในแนวแถว (สายพันธุ์) และอักษร A,B,C ที่แตกต่างกันในแนว
คอลัมน์ (ระยะเวลาการบ่ม) แสดงว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)
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ภาพที่ 9 กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 1.2CL2 B. 
licheniformis 1.2CL3 และ  B. licheniformis 1.1CL5 หลังเหนี่ยวน าในอาหารเหลวที่มี 1% CMC 
เป็นสารตั้งต้น 
 
  3) การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 
   แบคทีเรียที่คัดกรองได้คือ B. subtilis 1.2CL2 ซึ่งให้กิจกรรมเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุด 
   3.1) ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 
    ทดสอบโดยใช้ crude enzyme ของเชื้อ B. subtilis 1.2CL2  ที่
ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% CMC บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และท าให้เข้มข้นโดยใช้ 
Ultracentrifuge protein concentrator (Molecular weight cut-off 10 kDa) บ่ม crude 
enzyme ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมโดยควบคุม pH ตั้งแต่ 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ตามล าดับ
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บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยเชือ้ B. subtilis 1.2CL2  มีกิจกรรมเอนไซม์   
เซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 4.33 ± 0.12 ยูนิต/มิลลิลิตร และค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงที่สุด
เท่ากับ 4.06 ± 0.69 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ที่ pH 6  (ภาพที่ 10) 

 
ภาพที่ 10 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสและกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสของเชื้อ B. subtilis 
1.2CL2 หลังบ่มในในบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ เป็นเวลา 30 นาท ี

 
   3.2) ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 
    เมื่อบ่ม crude enzyme ของ B. subtilis 1.2CL2 ใน pH 6 (จาก
สภาวะที่คัดเลือกได้ก่อนหน้านี้) โดยควบคุมที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4 25 35 45 55 65 75 85 และ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่า B. subtilis 1.2CL2 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์และค่า
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสเท่ากับ 5.54 ± 0.00 ยูนิต/มิลลิลิตร และมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส
เท่ากับ 5.94 ± 0.25 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน              
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ภาพที่ 11 กิจกรรมของเอนไซม์และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตโดยเชื้อ B. subtilis 
1.2CL2 หลังบ่มในอุณหภูมิต่างๆ ที่ pH 6 เป็นเวลา 30 นาท ี
 
 Shanmugapriya et al. (2012) ศึกษาและคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์       
เซลลูเลสจากดินที่ปนเปื้อนมูลของวัว ประเทศอินเดีย ซึ่งแบคทีเรียที่คัดแยกได้คือแบคทีเรียกลุ่ม 
Bacillus spp. และสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้ CMC เป็นสารตั้งต้นในการเหนี่ยวน าให้ผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสของแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าว ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 6.00 ยูนิต/
มิลลิกรัมโปรตีน หลังบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (pH 6) 
 Sethi et al. (2013) ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากแบคทีเรีย
ที่แยกได้จากดินในประเทศอินเดีย ผลการคัดแยกเชื้อพบแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์  ได้แก่ 
Pseudomonas fluorescens Bacillus subtilIs  E. coli  และ  Serratia marcescens ซึ่ง 
Pseudomonas fluorescens คือแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงที่สุดในสภาวะที่
เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (pH 10) 
 Praveen and Sharmishtha (2017) คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสจาก
แหล่งดินและศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม ในประเทศอินเดีย โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่มี 1% 
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CMC เป็นสารตั้งต้น ผลการวิจัยพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus thuringiensis เป็นแบคทีเรียที่มี
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดในอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสม คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
(pH 7)  
 Naresh et al. (2019) คัดการแยกแบคทีเรียทนร้อนที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากดิน
ในป่าชายเลนเขตร้อนตอนเหนือของประเทศมาเลเซีย สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสและทนร้อนได้ทั้งหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Anoxybacillus Bacillus subtilis และ 
Paenibacillus dendritiformis แต่ Anoxybacillus เป็นสายพันธุ์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูง
ที่สุดในอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสม คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (pH 6)  
  จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสแต่ส่วนใหญ่แบคทีเรียสกุล Acetivibrio 
Bacillus Bacteroides Cellulomonas Cellvibrio Clostridium Micrococcus Paenibacillus 
Pseudomonas และ Ruminococcus โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพันธุ์ B. subtilis B. cereus B. 
altitudinis และ Paenibacillus sp. เป็นแบคทีเรียที่พบมากในดินอีกทั้งยังสามารถผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสได้ดี และผลการระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินในพ้ืนที่ป่านาสีนวน อ าเภอ
กันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม ประเทศไทย พบว่าส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. 
(ตารางที่ 11) 
 โดยส่วนมากมูลสัตว์ประเภทสัตว์เคี้ยวเอ้ืองจะมีองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็นหลักถึงแม้ว่า
สัตว์เคี้ยวเอ้ืองจะสามารถย่อยเซลลูโลส แต่ก็ไม่สามารถย่อยได้ทั้งหมดจึงจ าเป็นต้องอาศัยเอนไซม์
เซลลูเลสจากแบคทีเรียในล าไส้สัตว์ช่วยย่อยสลายเซลลูโลส ซึ่งผลของการคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากตัวอย่างดินที่เก็บมานั้นสามารถคัดเลือกแบคที เรียที่มี
กิจกรรมเอนไซม์และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดคือ Bacillus subtilis 1.2CL2 ซึ่ง
มาจากตัวอย่างดินจุดที่ 1.2 (N 16 20 17.945, E 103 12 14.731) ที่พบต้นสมอไทย ต้นตอง และ
พบปลวก มีค่า pH เท่ากับ 7.72 บริเวณดังกล่าวสภาพแวดล้อมอุดมไปด้วยต้นไม้และเกิดการทับถม
กันของซากใบไม้ ทั่วไปแล้วเมื่อมีการทับถมของซากพืชหรือเศษใบไม้เป็นจ านวนมากมักจะพบ
กิจกรรมของจุลินทรีย์กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยเซลลูโลส (cellulolytic bacterial) เนื่องจาก
เซลลูโลสเป็นโครงสร้างหลักของพืช ซึ่งกระตุ้นให้แบคทีเรียเกิดการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่สูงขึ้น
ตามมาเพ่ือย่อยสลายซากใบไม้ที่มีองค์ประกอบของโมเลกุลคาร์บอนส่งผลให้เกิดการหมุนเวียนของแร่
ธาตุและเกิดเป็นวัฏจักรต่อไป ซึ่ง Bacillus subtilis 1.2CL2 ที่คัดเลือกได้นั้นมีสายพันธุ์ใกล้เคียงกับ 
Bacillus subtilis มีเปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงร้อยละ 99 (accession no. KY285265.1) และมีต้น
ก าเนิดมาจากดินในประเทศซูดาน (ตารางที่ 11)  
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 4.4.2 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส 
  1) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
   จากการคัด เลือกแบคที เรียที่ มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์            
อะไมเลสด้วยวิธีการเกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง starch โดยแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสจะย่อยสาร
ตั้งต้นที่เป็นแป้งบนอาหารแข็งและจะปรากฏบริเวณส่วนใสรอบๆ โคโลนี (ภาพที่ 12) ผลการทดลอง
พบว่าแบคทีเรียผลิตเอนไซม์อะไมเลสที่คัดแยกได้จากดินในป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัด
มหาสารคาม มีจ านวน 32  ไอโซเลท มีค่า Halo : colony ratios อยู่ในช่วง 1.1-2.5  (ตารางที่ 8) 
หลังบ่มเชื้อแบคทีเรียนาน 72 ชั่วโมง  
 
 

 
ภาพที่ 12 โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสย่อยแป้งบนอาหารแข็ง starch  
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ตารางที่ 14 กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ หลังบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ์ 
ระยะเวลาการบ่ม (ชั่วโมง), ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

24 48 72 

Bacillus cereus  
1.4 AL3 

23.48bB ± 7.22  33.37aAB ± 13.75  26.51aA ± 2.59  

Bacillus thuringiensis 
3.4 AL4 

27.37aB ± 2.71  23.77bAB ± 1.73  33.58aA ± 5.52  

Bacillus cereus  
3.5 AL3 

17.07cB ± 1.39 27.95bAB ±  5.40 38.98aA ± 3.10  

หมายเหตุ : อักษร a,b,c ที่แตกต่างกันในแนวแถว (สายพันธุ์) และอักษร A,B,C ที่แตกต่างกันในแนว
คอลัมน์ (ระยะเวลาการบ่ม) แสดงว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
  2) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
   จากผลการทดลองในข้อ (1) แบคทีเรียที่มีค่า Halo : colony ratios สูง
ที่สุดเป็น 3 อันดับแรก จะถูกน ามาทดสอบในอาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของ 1% สารละลายแป้ง 
บ่มเป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง ตามล าดับ (ตารางที่ 13) ที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย
ผลการทดลองสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus 
cereus 3.5AL3 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเท่ากับ 38.98 ± 3.11 ยูนิต/มิลลิลิตร 
รองลงมาคือ  Bacillus thuringiensis 3.4AL4 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 31.92 ± 
2.66 ยูนิต/มิลลิลิตร และ Bacillus cereus 1.4AL3 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 26.51 ± 
2.59 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ หลังบ่มที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 
13) 
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ภาพที่ 13 กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย B. cereus 1.4AL3  B. 
thuringiensis 3.4AL4 และ B. cereus 3.5AL3 หลังเหนี่ยวน าในอาหารเหลวที่มี 1% สารละลาย
แป้งเป็นสารตั้งต้น 
 
  3) การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส 
   แบคทีเรียที่คัดกรองได้คือ B. cereus 3.5AL3 ซึ่งให้กิจกรรมเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุด 
   3.1) ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 
    ทดสอบโดยใช้ crude enzyme ของเชื้อ B. cereus 3.5AL3 ที่
ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% สารละลายแป้ง บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และท าให้เข้มข้น
โดยใช้ Ultracentrifuge protein concentrator (Molecular weight cut-off 10 kDa) บ่ม crude 
enzyme ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมโดยควบคุม pH ตั้งแต่ 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ตามล าดับ ควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 30 นาที โดยเชื้อ B. cereus 3.5AL3 มีกิจกรรม
เอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเท่ากับ 35.84 ± 0.33 ยูนิต/มิลลิลิตร และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูง
ที่สุดเท่ากับ 0.58 ± 0.01 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนที่ pH 7 (ภาพที่ 14) 
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ภาพที่ 14 กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสและกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสที่ผลิตโดยเชื้อ B. 
cereus 3.5AL3 หลังบ่มในในบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ เป็นเวลา 30 นาที 

 
   3.2) ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส 
    เมื่อบ่ม crude enzyme ของ B. cereus 3.5AL3 ใน pH 7 (จาก
สภาวะที่คัดเลือกได้ก่อนหน้านี้) โดยควบคุมที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4 25 35 45 55 65 75 85 และ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่า B. cereus 3.5AL3 มีกิจกรรมเอนไซม์และกิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 47.15 ± 0.82 ยูนิต/มิลลิลิตร และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลส
เท่ากับ 0.77 ± 0.02 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (ภาพที่ 15) 
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ภาพที่ 15 กิจกรรมเอนไซม์และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสของเชื้อ B. cereus 3.5AL3 
หลังบ่มในอุณหภูมิต่างๆ ที่ pH 7 เป็นเวลา 30 นาที 
 
 จากการศึกษาครั้งนี้เชื้อ B. cereus 3.5AL3 เป็นเชื้อแบคทีเรียทนต่ออุณหภูมิค่อนข้างสูง 
จากการรายงานของ Arikan (2008) พบว่า Bacillus sp. ที่แยกได้จากปุ๋ยหมักนั้นเป็นแบคทีเรียที่มี
ความสามารถทนความร้อนและทนต่อสภาวะความเป็นด่างสูง และสภาวะที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน า
ให้เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวผลิตเอนไซม์อะไมเลส คือ อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส ใน
ขณะเดียวกันรายงานของ Mishra และ Behera (2008) กล่าวถึงเอนไซม์อะไมเลสสามารถทนความ
ร้อนได้ในช่วงอุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส แม้ว่าที่ช่วงอุณหภูมิดังกล่าวจะเป็นอันตรายต่อเซลล์
แบคทีเรียก็ตาม จากการศึกษาครั้งนี้เชื้อแบคทีเรีย  B. cereus 3.5AL3 นี้อาจมีสามารถผลิต
เอนไซม์อะไมเลสในสภาวะที่ทนต่อความร้อนสูงทีเ่ป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมต่างๆ  
 แหล่งที่พบเอนไซม์อะไมเลสนั้นสามารถพบได้ทั้งใน พืช สัตว์ หรือจุลินทรีย์จากบริเวณแหล่ง
ดินจุดที่  3.5 (N 16 20 36, E 103 12 36) ซึ่งเป็นบริเวณที่พบเห็ดไคล (ขุดลึก 15 ซม.) ค่า pH 
เท่ากับ 5.39 ซึ่งเป็นบริเวณที่พบเชื้อ B. cereus 3.5AL3 ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์และกิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดดังที่กล่าวมาข้างต้นนั้น เมื่อจุลินทรีย์มีกิจกรรมในการย่อย
สลายอะไมโลสหรือโมเลกุลของแป้งที่อาจปะปนอยู่ในบริเวณแหล่งดินดังกล่าวจากซากเห็ดที่เน่าเปื่อย
จึงท าให้เกิดการผลิตเอนไซม์อะไมเลสขึ้นมาเพ่ือเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพเพ่ือให้กลไกการย่อย
สลายเป็นไปอย่างสมบูรณ์  และเนื่องจากดินรอบๆ บริเวณดังกล่าว pH ค่อนข้างเป็นด่าง ซึ่งเอ้ือต่อ
การเจริญและผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรีย 
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 จากการรายงานก่อนหน้านี้ของ Gebreselema (2015) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของ
แบคทีเรียที่แยกได้จากดินบริเวณมหาวิทยาลัย โดยเพาะเลี้ยง Bacillus spp. ในอาหารเหลวที่มี 
0.1% สารละลายแป้ง บ่มที่อุณหภูมิต่างๆ ตั้งแต่ 25-45 องศาเซลเซียส พบว่า Bacillus spp. มี
กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเท่ากับ 3.5 ยูนิต/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (pH 
7) สอดคล้องกับการรายงานของ Vaidya and Rathore (2015) ที่กล่าวว่าสภาวะที่เหมาะสมของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินคืออุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (pH 7) โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 1.09 ± 0.01 ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร.นาที และ  5.07 ± 
0.02  ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร.นาที ตามล าดับ ซึ่งผลการศึกษาครั้งนี้เชื้อ  B. cereus 3.5AL3 ที่
คัดเลือกได้มีกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสที่สูงกว่า (47.15 ± 0.82 ยูนิต/มิลลิลิตร) หลังบ่มที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส (pH 7)  
  แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp. เช่น Bacillus amyloliquefaciens B. subtilis B. 
licheniformis และ B. stearothermophilus มักนิยมใช้กันทั่วไปในการผลิตเอนไซม์อะไมเลสที่
อุณหภูมิ 37-60 องศาเซลเซียส (Asgher et al., 2007) และใช้กันอย่างแพร่หลายในเชิงพาณิชย์ และ
ทางอุตสาหกรรม ได้แก่ อุตสาหกรรมผลิตเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล์ อุตสาหกรรมผลิตช็อคโกแลต 
อุตสาหกรรมผลิตสิ่งทอ เป็นต้น ทั้งนี้ปัจจัยมีผลต่อการเหนี่ยวน าให้เกิดการผลิตเอนไซม์อะไมเลส 
ได้แก่ pH อัตราการกวน กระบวนการหมักที่เหมาะสม แหล่งพลังงานที่เหมาะสม หรือแม้กระทั่ง
กระบวนการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์มักเป็นหนึ่งในปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดการกระตุ้นการผลิต
เอนไซม์อะไมเลสที่มีประสิทธิภาพได้ (Naidu, 2013) นอกจากนี้เอนไซม์อะไมเลสที่ได้จากเชื้อราและ
ยีสต์บางชนิด เช่น Rhizopus sp. Aspergillus niger A. oryzae A. candidus และ Candida sp. 
ก็มีบทบาทส าคัญในภาคอุตสาหกรรมเช่นกัน 
 

 4.4.3 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรตีเอส 
  1) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
   จากการคัด เลือกแบคที เรียที่ มีค วามสามารถในการผลิตเอนไซม์             
โปรตีเอสด้วยวิธีการเกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง skim milk ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซม์โปรตีเอสเพ่ือย่อยสารตั้งต้นคือ เคซีน ซึ่งเป็นโปรตีนในนม โดยสังเกตจากการบริเวณส่วนใส
รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรีย (ภาพที่ 16) หากบริเวณส่วนใสยิ่งกว้างแสดงว่าไอโซเลทนั้นๆ มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรตีเอสได้ดี ซึ่งค่า Halo : colony ratios ของแบคทีเรียที่คัดแยก
ได้ทั้ง 41 ไอโซเลท อยู่ในช่วง 1.1-2.9 (ตารางท่ี 9) หลังบ่มเชื้อแบคทีเรียนาน 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 16 โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสย่อยเคซีนบนอาหารแข็ง skim milk 

 
  2) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
   จากผลการทดลองในข้อ (1) แบคทีเรียที่มีค่า Halo : colony ratios สูง
ที่สุดเป็น 3 อันดับแรก จะถูกน ามาทดสอบในอาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของ 1% สารละลายเคซีน 
บ่มเป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง ตามล าดับ (ตารางที่ 14) ที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย
ผลการทดลองสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus 
thuringiensis 2.3PT3 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสเท่ากับ 2.10 ± 0.11 ยูนิต/มิลลิลิตร 
รองลงมาคือ Bacillus thuringiensis 1.2PT1 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสเท่ากับ 1.76 ± 0.05 
ยูนิต/มิลลิลิตร และ Bacillus cereus 2.1PT3 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสเท่ากับ 1.22 ± 0.01 
ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ หลังบ่มท่ีตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 17) 
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ตารางที่ 15 กิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ หลังบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ์ 
ระยะเวลาการบ่ม (ชั่วโมง), ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

24 48 72 

Bacillus thuringiensis 
1.2PT1     

1.97aA ± 0.08  1.47bB ± 0.09  1.76aA ± 0.04  

Bacillus cereus 2.1PT3 1.95aA ± 0.08  1.50bB ± 0.04  1.21bA ± 0.01 
B. thuringiensis 2.3PT3 1.35bA ± 0.07  1.91aB ± 0.02   1.78aA ± 0.34  

หมายเหตุ : อักษร a,b,c ที่แตกต่างกันในแนวแถว (สายพันธุ์) และอักษร A,B,C ที่แตกต่างกันในแนว
คอลัมน์ (ระยะเวลาการบ่ม) แสดงว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

ภาพที่ 17 กิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย B. thuringiensis 1.2PT1           
B. cereus 2.1PT3 และ B. thuringiensis 2.3PT3 หลังเหนี่ยวน าในอาหารเหลวที่มี 1% สารละลาย 
เคซีนเป็นสารตั้งต้น 
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 การทดสอบหากิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสนิยมใช้เคซีนเป็นสารตั้งต้น โดยปฏิกิริยา
ระหว่างเอนไซม์โปรตีเอสกับสารตั้งต้นเคซีนจะเกิดจากการที่เอนไซม์โปรตีเอสย่อยเคซีนที่มีอยู่ใน
อาหาร จากนั้นกรดอะมิโนไทโรซีนจะถูกปลดปล่อยออกมาพร้อมกับเปปไทด์อ่ืนๆ และสารเคมีที่มี
ความส าคัญในการตรวจวัดหากิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสคือ สารละลาย Folin –Ciocalteus 
Phenol หรือสาร Folin เมื่อท าปฏิกิริยากับไทโรซีนจะเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเหลืองเป็นสีน้ า
เงิน ซึ่งสามารถวัดปริมาณและวัดเป็นค่าการดูดกลืนแสงผ่านเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยิ่งมีการ
ปลดปล่ อยกรดอะมิ โ ร ไท โ รซี นมาก เท่ า ไหร่ ก็ ยิ่ ง มี ก า รผลิ ต เอน ไซม์ โ ป รตี เ อสมากขึ้ น
เท่านัน้ (Cupp-enyard, 2008) 
 
  3) การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอส 
   แบคทีเรียที่คัดกรองได้คือ B. thuringiensis 2.3PT3 ซึ่งให้กิจกรรม
เอนไซม์และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุด 
   3.1) ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส 
    ทดสอบโดยใช้ crude enzyme ของเชื้อ B. thuringiensis 
2.3PT3 ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% สารละลายเคซีน บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และท า
ให้เข้มข้นโดยใช้ Ultracentrifuge protein concentrator (Molecular weight cut-off 10 kDa) 
บ่ม crude enzyme ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมโดยควบคุม pH ตั้งแต่ 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 
ตามล าดับ ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 30 นาที โดยเชื้อ B. thuringiensis 
2.3PT3 มีกิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุดเท่ากับ 6.44 ± 0.03 ยูนิต/มิลลิลิตรและกิจกรรมจ าเพาะ
ของเอนไซม์สูงที่สุดเท่ากับ 0.09 ± 0.00 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนที่ pH 8  (ภาพที่ 18) 
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ภาพที่ 18 กิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสและกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์โปรตีเอสที่ผลิตโดยเชื้อ B. 
thuringiensis 2.3PT3 หลังบ่มในบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ เป็นเวลา 30 นาที 

 
   3.2) ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส 
    เมื่อบ่ม crude enzyme ของ B. thuringiensis 2.3PT3 ใน pH 
8 (จากสภาวะที่คัดเลือกได้ก่อนหน้านี้) โดยควบคุมที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4 25 35 45 55 65 75 85 
และ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่า B. thuringiensis 2.3PT3 มีกิจกรรมเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 8 โดยมี
กิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสเท่ากับ 8.86 ± 0.26 ยูนิต/มิลลิลิตร และกิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม์อะไมเลสเท่ากับ 0.12 ± 0.00 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (ภาพที่ 19) 
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ภาพที่ 19 กิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสและกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์โปรตีเอสที่ผลิตโดยเชื้อ B. 
thuringiensis 2.3PT3 หลังบ่มในบัฟเฟอร์ pH 8 ที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 30 นาที 
  
 Alkaline protease หรือมีชื่อเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Serine Protease ทั่วไปแล้วเอนไซม์
ชนิดนี้จะสามารถท างานได้ดีในช่วง pH 7-11 จากรายงานของ  Boominadhan et al. (2009) 
รายงานว่า สภาวะที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้ผลิตเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุดของเชื้อ Bacillus 
subtilis Bacillus amyloliquefaciens Bacillus megaterium และ Bacillus licheniformis คือ 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH 10 อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. มีบทบาทใน
การผลิตเอนไซม์โปรตีเอสมากที่สุด ผลการศึกษาครั้งนี้พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ 
โปรตีเอสคือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 8 ซึ่งค่อนข้างจะเป็นด่างและมีกิจกรรมของเอนไซม์สูง
ที่สุดดังภาพที ่18 และ 19 ตามล าดับ   
 มีรายงานที่กล่าวถึงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์โปรตีเอสคือ อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส แต่การรายงานครั้งนี้พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินในพ้ืนที่ป่านาสีนวนสามารถ
ทนความร้อนได้สูงถึง 65 องศาเซลเซียส และสาเหตุที่เอนไซม์มีกิจกรรมลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น
เนื่องจากเอนไซม์จัดเป็นโปรตีนประเภทหนึ่งเมื่ออยู่ในอุณหภูมิสูงจะท าให้โปรตีนเสียสภาพ การศึกษา
หาสภาวะที่เหมาะสมจึงมีผลต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส เนื่องจากทั้งอุณหภูมิและ pH 
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ต่างก็มีผลต่อโครงสร้างของเซลล์แบคทีเรีย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาวะที่อุณหภูมิสูงจะยิ่งท าให้การ
ละลายออกซิเจนมีค่าต่ าส่งผลให้กระบวนการถอดรหัส mRNA ในการผลิตเอนไซม์เกิดขึ้นได้ไม่ดี
เท่าที่ควร ในขั้นตอนของการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ (Enzyme purification) จึงจะสามารถลดปัญหา
ดังกล่าวได้ โดยมีกระบวนการต่างๆ เข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น การตกตะกอนโปรตีน การแยกโดยอาศัย
ขนาดของโมเลกุล (Gel filtration) เป็นต้น จากการรายงานของ Pant et al. (2015) กล่าวว่า
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสมีส่วนแบ่งกับตลาดอุตสาหกรรมโลกสูงถึง 60-65% ซ่ึงถือว่าเอนไซม์ชนิดนี้
มีความส าคัญต่อทางอุตสาหกรรมไม่น้อยไปกว่าเอนไซม์ชนิดอ่ืนและสามารถประยุกต์ใช้ได้กับหลาย
อุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมผลิตน้ าผลไม้ อุตสาหกรรมซักฟอก เป็นต้น 
(Zanphorlin et al., 2011) 
 

 4.4.4 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส 
  1) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
   จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสด้วย
วิธีการเกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง tributyrin ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
เพ่ือย่อยสารตั้งต้นคือ tributyrin ซ่ึงจัดเป็นไขมันประเภทหนึ่ง โดยสังเกตจากการบริเวณส่วนใสรอบๆ 
โคโลนีของแบคทีเรีย (ภาพที่ 20) หากบริเวณส่วนใสยิ่งกว้าง แสดงว่าไอโซเลทนั้นๆ มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์โปรตีเอสได้ดี ซึ่งค่า Halo : colony ratios ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 35      
ไอโซเลท อยู่ในช่วง 1.1-4.7  (ตารางท่ี 10) หลังบ่มเชื้อแบคทีเรียนาน 72 ชั่วโมง 
   การทดสอบความสามารถของแบคทเีรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสที่หลั่ง
ออกนอกเซลล์โดยอาศัยการทดสอบบนอาหารแข็ง tributyrin  เป็นที่นิยมอย่างมากตั้งแต่อดีตจนถึง
ปัจจุบัน เนื่องจากเป็นวิธีการตรวจสอบเบื้องต้นที่ง่ายและสะดวก สารตั้งต้น tributyrin ถือเป็นแหล่ง
คาร์บอน นอกจากนี้น้ ามันมะกอกและน้ ามันปาล์มก็สามารถน ามาเป็นแหล่งคาร์บอนได้ ดังรายงาน
วิจัยของ Femi-Ola et al. (2018) เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสจากดินที่ปนเปื้อน
น้ ามัน ประเทศไนจีเรีย โดยคัดแยกแบคทีเรียบนอาหารแข็ง tributyrin ที่มีความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
1% (w/v) tributyrin นอกจากนี้ Hassan et al. (2018) กล่าวถึงการใช้ tween 80 เพ่ือน ามาเป็น
สารตั้งต้นและแหล่งคาร์บอนในการเหนี่ยวน าให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเปสที่คัดแยกจากดินที่
ปนเปื้อนน้ ามันปาล์ม ในประเทศมาเลเซีย
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ภาพที่ 20 โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสย่อยไขมันบนอาหารแข็ง tributyrin 

 
  2) ความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
   จากผลการทดลองในข้อ (1) แบคทีเรียที่มีค่า Halo : colony ratios สูง
ที่สุดเป็น 3 อันดับแรก จะถูกน ามาทดสอบในอาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของ 1% น้ ามันมะกอก บ่ม
เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง ตามล าดับ (ตารางที่ 15) ที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยผล
การทดลองสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus 
subtilis 1.3LP2  มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 97.78 ± 2.41 ยูนิต/มิลลิลิตร รองลงมาคือ 
Bacillus licheniformis 1.2LP1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 42.77 ± 1.03 ยูนิต/มิลลิลิตร 
และ Bacterium 1.1LP1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 41.78 ± 4.85 ยูนิต/มิลลิลิตร 
ตามล าดับ หลังบ่มท่ีตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง (ภาพท่ี 21) 
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ตารางที่ 16 กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ หลังบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ์ 
ระยะเวลาการบ่ม (ชั่วโมง), ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

24 48 72 

Bacterium 1.1LP1 38.23bC ± 2.85 43.76aB ± 1.82 74.54aA ± 2.75 
Bacillus licheniformis 
1.2LP1 

42.96bC ± 1.37 55.74bB ± 0.79 93.40aA ± 8.27 

Bacillus subtilis 
1.3LP2 

41.77bC ± 4.85 42.76bB ± 1.03 97.77aA ± 2.41  

หมายเหตุ : อักษร a,b,c ที่แตกต่างกันในแนวแถว (สายพันธุ์) และอักษร A,B,C ที่แตกต่างกันในแนว
คอลัมน์ (ระยะเวลาการบ่ม) แสดงว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
 

 
ภาพที่ 21 กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย Bacterium 1.1LP1 B. 
licheniformis 1.2LP1 และ B. subtilis 1.3LP2  หลังเหนี่ยวน าในอาหารเหลวที่มี 1% น้ ามัน
มะกอกเป็นสารตั้งต้น  
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  3) การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซม์ไลเปส 
   แบคทีเรียที่คัดกรองได้คือ B. subtilis 1.3LP2  ซึ่งให้กิจกรรมเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุด 
   3.1) ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
    ทดสอบโดยใช้ crude enzyme ของเชื้อ B. subtilis 1.3LP2  ที่
ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% น้ ามันมะกอก บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และท าให้เข้มข้นโดย
ใช้ Ultracentrifuge protein concentrator (Molecular weight cut-off 10 kDa) บ่ม crude 
enzyme ในบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมโดยควบคุม pH ตั้งแต่ 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ตามล าดับ ควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 30 นาที โดยเชื้อ B. subtilis 1.3LP2 มีกิจกรรมเอนไซม์
ไลเปสที่สุดเท่ากับ 105.12 ± 12.04 ยูนิต/มิลลิลิตร และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงที่สุดเท่ากับ 
40.73 ± 4.75 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนที่ pH 7 (ภาพที่ 22) 

 

ภาพที่ 22 กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสและกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตโดยเชื้อ B. subtilis 
1.3LP2  หลังบ่มในในบัฟเฟอร์ที่ pH ต่างๆ เป็นเวลา 30 นาท ี
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   3.2) ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
    เมื่อบ่ม crude enzyme ของ B. subtilis 1.3LP2  ใน pH 7 
(จากสภาวะที่คัดเลือกได้ก่อนหน้านี้) โดยควบคุมที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4 25 35 45 55 65 75 85 
และ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่า B. subtilis 1.3LP2  มีกิจกรรมเอนไซม์และ
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 160.92i± 0.91 ยูนิต/มิลลิลิตร และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 
62.34 ± 1.09 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 23) 
 
 

 
ภาพที่ 23 กิจกรรมเอนไซม์และกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสของเชื้อ B. subtilis 1.3LP2  หลัง
บ่มในอุณหภูมิต่างๆ ที่ pH 7 เป็นเวลา 30 นาที 
     
 เป็นที่ทราบกันดีว่าจุลินทรีย์เป็นแหล่งผลิต extracellular lipase มากกว่าสัตว์และพืช 
จากการรายงานของ Hasan and Hameed (2001) กล่าวถึงความส าคัญระหว่างอุณหภูมิและ pH ที่
มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. โดยใช้ p-nitrophenyl palmitate 
เป็นสารตั้งต้นในการวัดหาค่าการดูดกลืนแสงของกิจกรรมเอนไซม์ไลเปส พบว่าสภาวะที่เหมาะสม
ต่างๆ นั้น มักขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ หากจุลินทรีย์สามารถเจริญได้ในสภาวะที่เป็น

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

0.00

50.00

100.00

150.00

200.00

4 25 35 45 55 65 75 85 95 Sp
ec

ifi
c 

en
zy

m
e 

ac
tiv

ity
 (U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

 

Lip
as

e 
ac

tiv
ity

 (U
/m

L)
 

Temperature (°C) 

Lipase activity (U/mL) Specific enzyme activity (U/ mg protein)



 

 

  122 

ด่างค่า pH ในการอาหารเหลวก็ย่อมเป็นสิ่งจ าเป็นที่ควรศึกษา ผลการวิจัยครั้งนี้พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมในกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสคือ 55 องศาเซลเซียส pH 7 ซึ่งช่วงอุณหภูมิดังกล่าวถือเป็น
อุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้ของ Markossian et al. (2000) ที่คัดแยกเชื้อ 
B. thermolepvorans IHI-91 จากแหล่งน้ าพุร้อนประเทศไอซ์แลนด์ ผลการศึกษาพบว่า  B. 
thermolepvorans IHI-91 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดในช่วงอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
(pH 6) และจากรายงานของ Sujatha and Dhandayuthapani (2013) กล่าวว่าอุณหภูมิและ pH ที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (17.36 ยูนิต/มิลลิลิตร) และ pH 
7.5 (18.69 ยูนิต/มิลลิลิตร) เมื่อเทียบกับผลการวิจัยครั้งนี้แล้วกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสของเชื้อ B. 
subtilis 1.3LP2  มีค่าสูงกว่าถึงแม้ว่าบ่มที่อุณหภูมิที่สูงกว่าและอาจจะน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ทาง
อุตสาหกรรมได้  
 Kumar and Ramalingappa (2018) ศึกษาแบคทีเรียสกุล Bacillus sp. ที่คัดแยกได้จาก
ดิน ประเทศอินเดีย ผลการศึกษาพบว่า Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ประมาณ 30 ยู
นิต/มิลลิลิตร หลังบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH 7.2 ซึ่งรายงานนนี้เป็นอีกหนึ่งรายงานที่ยืนยัน
ได้ว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถน าไปผลิตเอนไซม์ไลเปสเพื่อทางอุตสาหกรรมต่างๆ ได้  
 Nadaft and Shivasharana (2019) คัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตัวอย่าง
ดินที่ปนเปื้อนน้ ามันในประเทศอินเดีย ผลวิจัยพบว่าเชื้อ B. subtilis มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส
เท่ากับ 25 ไมโครโมลาร์.นาที-1มิลลิลิตร-1 หลังบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   
  เนื่องจากเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียสามารถทนความร้อนสูงได้และ
อุตสาหกรรมส่วนใหญ่มักใช้อุณหภูมิสูงในกระบวนการผลิต ซึ่งผลการวิจัยครั้งนี้เชื้อ B. subtilis 
1.3LP2 ที่คัดแยกได้จากดินในป่านาสีนวนอาจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรมการผลิต
เนยแข็ง อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมสารท าความสะอาด การบ าบัดน้ าเสียได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
 ปัจจุบันนี้ เอนไซม์หรือเซลล์จุลินทรีย์ถูกใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพเนื่องจากมี
ความจ าเพาะและข้อได้เปรียบเชิงเศรษฐกิจสูงโดยไม่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมเนื่องจากสาเหตุหลาย
ประการ (1) เอนไซม์มีความสามารถในการท างานได้ดีในอุณหภูมิที่รุนแรงและสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในสภาวะแวดล้อมต่างๆ  จึงมีความเป็นไปได้ที่จะใช้เอนไซม์แทนสภาวะและสารเคมีที่
รุนแรงจึงเป็นประโยชน์ในการประหยัดพลังงานและป้องกันมลพิษ (2) เอนไซม์มีความจ าเพาะกับสาร
ตั้งต้นสูงมาก ท าให้ง่ายต่อการเก็บเกี่ยวผลผลิตหากทราบวัตถุดิบหรือสารตั้งต้นที่จ าเพาะกับเอนไซม์
ชนิดนั้นๆ (3) การตรึงเอนไซม์สามารถน าเอนไซม์กลับมาใช้ใหม่ได้หลายครั้ง (4) เอนไซม์สามารถใช้ใน
การบ าบัดของเสียที่ประกอบด้วยสารที่เป็นอันตรายได้ และ (5) โดยปกติเอนไซม์สามารถย่อยสลายได้
ตามธรรมชาติ ดังนั้นเอนไซม์จึงถูกน ามารีไซเคิลกลับสู่ธรรมชาติได้ง่าย (Gennari et al., 1998) 
เอนไซม์ไลเปสมีลักษณะเฉพาะที่สามารถท าปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลน้ าและน้ ามันด้วยลักษณะทาง
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เคมีของเอนไซม์ไลเปสที่พิเศษนี้จึงได้ถูกน ามาใช้ส าหรับการแก้ปัญหาของสารประกอบ chiral การ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างของไขมันการสังเคราะห์ เป็นต้น ดังนั้นเอนไซม์ไลเปสนี้จึงสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ได้กับอุตสาหกรรม ได้แก่ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมน้ ามันและไขมัน อุตสาหกรรม
ผงซักฟอก อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ อุตสาหกรรมเครื่องหนัง อุตสาหกรรมสิ่งทอในการ
สังเคราะห์สารอินทรีย์ การผลิตเครื่องส าอาง และการผลิตไบโอดีเซล เป็นต้น (Andualema and 
Gessesse, 2012) 
 
4.5 การเพิ่มปริมาณชิ้นยีน 16S rRNA gene ด้วยเทคนิค PCR และการศึกษาแผนภูมิล าดับ
วิวัฒนาการของแบคทีเรีย 
 จากการศึกษาการเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส โปรตีเอส และไลเปส ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอที่
สกัดบริสุทธ์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบและใช้ไพรเมอร์สากล (Wang et al., 1996) แยกขนาดดีเอ็นเอผ่าน
เทคนิค agarose gel electrophoresis PCR Product เป็นเวลา 45 นาที (ภาพที่ 24) 

 
  
ภาพที่ 24 แถบดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis PCR prouct 
ที่มีขนาด 1,500 bp และ M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kB DNA ladder 
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 โดยทั่วไปการระบุจ าแนกชนิดสายพันธุ์ของแบคทีเรียมักอาศัยวิธีการสกัดเชื้อแบคทีเรีย
บริสุทธิ์จาก PCR product และน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลิโอไทด์เพ่ือเปรียบเทียบหาความเหมือน
หรือคล้ายคลึง (% Identity) กับแบคทีเรียชนิดอ่ืนในฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม BLASTN (Basic 
Local Alignment Search Tools) จากฐานข้อมูล NCBI (Altschul et al., 1990) ผลการวิจัยพบว่า 
เชื้อที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดอันดับแรกของเอนไซม์ไฮโดรไลติก ได้แก่ เอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส 
โปรตีเอส และไลเปส สามารถระบุสายพันธุ์ดังสรุปในตารางที่ 12 และเมื่อศึกษาความสัมพันธ์ของ
ล าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกจากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่าง
ดินในพื้นท่ีป่านาสีนวน อ าเภอกันทรวิชัย จังหวัดมหาสารคาม โดยการสร้างแผนภูมิล าดับวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 7.0 ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกที่คัดเลือก
ได้ส่วนใหญ่มีสายพันธุ์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus (ภาพที่ 25-28) ซึ่งถือเป็นแบคทีเรียที่มี
บทบาทต่อการผลิตเชิงอุตสาหกรรมมากท่ีสุด 
 เทคนิค 16S rRNA เป็นเครื่องมือส าคัญในการจ าแนกสายพันธุ์สิ่งมีชีวิตเนื่องจากมีการ
เปลี่ยนแปลงน้อยและมีบริเวณอนุรักษ์สูง อย่างไรตามยังคงมีโอกาสที่จะพบข้อบกพร่องระหว่าง
แผนภูมิล าดับวิวัฒนาการโดยใช้ยีน 16S rRNA เมื่อเทียบกับการใช้เทคนิคอ่ืนๆ (Eisen, 2011)
โดยทั่วไปเมื่อเปรียบเทียบล าดับวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตจากยีนต่างๆ จะพบความหลายของยีน
สิ่งมีชีวิตแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับบรรพบุรุษของสิ่งมีชีวิตเหล่านั้น  
 แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus บางชนิด ได้แก่ B. subtilis และ B. licheniformis ซึ่งจัดอยู่ใน 
GRAS ขององค์การอาหารและยา ถือว่ามีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์หลัก
ในการน าไปใช้ในการผลิตเชิงอุตสาหกรรม ปัจจุบันกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพมีบทบาทส าคัญ
ในการผลิตเอนไซม์ด้วยเทคนิคการตัดแต่งพันธุกรรมสิ่งมีชีวิตเพ่ือเหนี่ยวน าให้สิ่งมีชีวิตผลิตเอนไซม์ใน
ปริมาณมาก ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุ์  Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในชั้นบนของดินและ
เป็นสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการหลั่งเอนไซม์ต่างๆ ที่เป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมได้หลายชนิด 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งขั้นตอนการผลิตโปรตีนจากแบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus subtilis Bacillus 
amyloliquefaciens และ Bacillus licheniformis ที่ได้รับความนิยมมากที่สุดเนื่องจากสามรถให้
ปริมาณผลผลิตที่สูงถึง 20-25 กรัม/ลิตร และผลิตสารพิษน้อยเมื่ออยู่ในกระบวนการหมัก (Dijl and 
Hecker, 2013)  
 งานวิจัยนี้เป็นรายงานครั้งแรกที่คัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกจากพ้ืนที่ป่าสาธารณะนาสีนวน จังหวัดมหาสารคาม ซึ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
Bacillus มักมีบทบาทต่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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ภาพที่ 25 แผนภูมลิ าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 7 สายพันธุ์เทียบกับ
แบคทีเรียสายพันธุ์อ้างอิง 6 สายพันธุ์

 Bacillus subtilis strain SCB-1 (MF893335.1)

 Bacillus subtilis strain BR9 (MF767883.1)

 Bacillus subtilis strain AY11 (MH161340.1)

 Bacillus subtilis strain 1.1CL4

 Bacillus subtilis strain 1.2 CL2

 Bacillus subtilis strain 1.1CL5

 Bacillus licheniformis strain 1.1CL3

 Bacillus licheniformis strain 1.2CL3

 Bacillus licheniformis strain WJB11 (KU877628.1)

 Bacillus licheniformis strain TS 16 (KJ842639.1)

 Bacillus licheniformis strain TS 03 (KJ842628.1)

 Bacillus licheniformis strain 1.1CL2

 Bacillus licheniformis strain 1.1CL1

67

65

100

40

85

82

71

89

77

58
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ภาพที่ 26 แผนภูมลิ าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลส 3 สายพันธุ์เทียบกับ
แบคทีเรียสายพันธุ์อ้างอิง 3 สายพันธุ์ 
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ภาพที่ 27 แผนภูมิล าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอส 3 สายพันธุ์เทียบกับ
แบคทีเรียสายพันธุ์อ้างอิง 5 สายพันธุ์ 
  

 Bacillus thuringiensis BD17-E12

 Bacillus thuringiensis 3S2-3

 Bacillus cereus HUFT

 Bacillus cereus 3.4AL1

 Bacillus cereus AP C1

 Bacillus thuringiensis 2.3PT3

 Bacillus thuringiensis 1.2PT1

 Bacillus cereus 2.1PT3

79

45

44
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ภาพที่ 28 แผนภูมลิ าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส 5 สายพันธุ์เทียบกับแบคทีเรีย
สายพันธุ์อ้างอิง 4 สายพันธุ์



 

 

  
 

บทที่ 5  
สรุปผลการทดลอง 

 
 ผลการศึกษาการคัดเลือกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกที่แยก
จากดินในป่านาสีนวน จังหวัดมหาสารคาม ประเทศไทย การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซม์บนอาหารแข็งจ าเพาะบ่มที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง ซึ่งสังเกตจากบริเวณวงใสรอบๆ โคโลนี ที่จะมีค่า Halo : colony ratios เป็นเกณฑ์ในการ
บ่งชี้ถึงความสามารถในการผลิตเอนไซม์ชนิดต่างๆ ซึ่งผลการทดลองพบว่ามีทั้งหมด 115 ไอโซเลท 
โดยแบ่งตามความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส โปรตีเอส และไลเปส คือ  7 32 41 
และ 35 ไอโซเลท ตามล าดับ ผลวิจัยพบแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกสูง
สุดอันดับแรกจากสามอันดับของเอนไซม์ไฮโดรไลติกทั้งสี่ชนิดในอาหารเหลวที่มีสารตั้งต้นเข้มข้น 1% 
ดังนี้ (1)  Bacillus subtilis 1.2CL2 มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 5.54 ± 0.00 ยู
นิต/มิลลิลิลิตร หลังบ่มในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส pH 6 นาน 30 นาที  (2) 
Bacillus cereus 3.5AL3 มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงที่สุดเท่ากับ 47.15 ± 0.82 ยูนิต/
มิลลิลิตร หลังบ่มในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 30 นาที (3) Bacillus 
subtilis 2.3PT3 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสสูงที่สุดเท่ากับ 8.86 ± 0.26 ยูนิต/มิลลิลิตร หลังบ่ม
ในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส pH 8 นาน 30 นาที และ(4) Bacillus 
subtilis 1.3LP2 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุดเท่ากับ 160.92 ± 0.91 ยูนิต/มิลลิลิตร หลังบ่ม
ในสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 30 นาที ตามล าดับ ซึ่งแบคทีเรียที่
คัดเลือกได้ในงานวิจัยนี้ส่วนใหญ่คือแบคทีเรียสกุล Bacillus spp.  ที่มีบทบาทส าคัญต่ออุตสาหกรรม
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล์ ผลิตภัณฑ์จากโคนม สิ่งทอและ
กระดาษ  
 งานวิจัยนี้เป็นการรายงานครั้งแรกที่คัดเลือกแบคทีเรียสกุล Bacillus sp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติก (เซลลูเลส อะไมเลส โปรตีเอส และไลเปส) เอนไซม์จากแบคทีเรีย
เหล่านี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรมต่างๆ ได้แก่ อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม สิ่ง
ทอ การบ าบัดน้ าเสีย การผลิตไบโอดีเซล ผลิตภัณฑ์นม เป็นต้น และสามารถเพ่ิมมูลค่าการผลิต
ภายในประเทศไทยได้ 
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ภาคผนวก ก  
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. สูตรอาหารแข็งคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose agar) (กรัม/100 
มิลลลิิตร) 
CMC     1.0 
NaNO3     0.1 
KCl     0.1  
MgSO4    0.05  
Yeast extract   0.05  
Glucose   0.1 
Agar    1.5 
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารแข็งให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. สูตรอาหารเหลวคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose liquid medium) 
(กรัม/ลิตร) 
CMC     0.1 
Glucose   0.5 
Peptone   0.75 
FeSO4    0.01  
KH2PO4    0.5  
MgSO4    0.5  
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารเหลวให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. สูตรอาหารแข็ง starch agar (กรัม/ลิตร) 
Beef extract   3.0 
Starch soluble   10.0  
Agar    15.0 
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 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารแข็งให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4. สูตรอาหารเหลว starch soluble (กรัม/ลิตร) (Bhaskara et al., 2011)   
Starch soluble   10.0  
Peptone    10.0  
Yeast extract    20.0 
KH2PO4    0.05  
MnCl2.4H2O   0.015 
MgSO4.7H2O   0.25 
CaCl2.2H2O    0.05 
FeSO4.7H2O   0.01 
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารเหลวให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 
5. สูตรอาหารแข็ง skim milk (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
Tryptone    1.0 
Peptone    0.5  
(NH4)2SO4   0.3  
K2HPO4    2.0 
MgSO4     0.2 
Casein     1.0  
Agar     1.5 
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารแข็งให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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6. สูตรอาหารเหลว skim milk (กรัม/100 มิลลลิิตร) 
Tryptone    1.0 
Peptone    0.5  
(NH4)2SO4   0.3  
K2HPO4    2.0
MgSO4     0.2 
Casein     1.0  
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารเหลวให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
7. สูตรอาหารแข็ง tributyrin agar (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
Peptone    0.5 
Yeast extract   0.3  
Tributyrin    1.0  
Agar    1.5  
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารแข็งให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
8. สูตรอาหารเหลว lipase production medium (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
Peptone    0.2 
NH4H2PO4    0.1 
NaCl     0.25 
MgSO4.7H2O    0.04 
CaCl2.2H2O    0.04 
Olive oil    1.0 
Tween 80    2.0 
 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นและปรับค่า pH ของอาหารเหลวให้ได้ pH 7.0 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข  
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

 
1. การหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS method (Miller, 1959) 
 1.1 สารเคมี 
  ชั่ง 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาณ 20 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 
100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายด่าง (ประกอบด้วย NaOH 32 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 
350 มิลลิลิตร) ลงไปทีละหยด ละลายให้เป็นสารละลายเดียวกันจากนั้นน าไปอังในน้ าร้อนจน
สารละลายมีความใส จากนั้นเติม K2Na-tartrate ลงไปทีละเล็กน้อยจนมีปริมาณครบ 600 กรัม ปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 200 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดสีชา ปิดฝาให้มิดชิดพร้อมปิด
ฉลากระบุชื่อสารและเก็บไว้ในอุณหภูมิห้อง 
 1.2 วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานน้ าตาลรีดิวซ์ 
  เตรียมสารละลายกลูโคสที่ความเข้มข้น 0 1 2 3 4 และ 5 ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร 
จากนั้นปิเปตสารละลายกลูโคสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DNS ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ลงสู่หลอดทดลอง น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน้ าเย็นเป็นเวลา 
10 นาที เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
(ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า) บันทึกผลจากและน าไปสร้างกราฟมาตรฐานกลูโคสเพ่ือเทียบหา
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในตัวอย่าง 
  การเตรียมสารละลาย blank ปิเปตน้ ากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลาย DNS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร สู่หลอดทดลอง จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นน าไปแช่ในน้ าเย็นเป็นเวลา 10 นาที เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
จากนั้นน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ส าหรับปรับค่าดูดกลืนแสงให้ได้ 0.000 (ท าการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า) บันทึกผลจากและน าไปสร้างกราฟมาตรฐานกลูโคสเพ่ือเทียบหาปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์ในตัวอย่าง 
  1.3 การหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในตัวอย่าง 
  ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DNS ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ลงสู่หลอดทดลอง จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน้ าเย็น
เป็นเวลา 10 นาที เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 
540 นาโนเมตร (ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า) บันทึกผลจากและน าไปสร้างกราฟมาตรฐานกลูโคส
เพ่ือเทียบหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในตัวอย่าง 
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กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคส (ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร) 

 
2. การเตรียมกราฟมาตรฐานไทโรซีน 
 2.1 ชั่งไทโรซีนปริมาณ 10 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 10 มิลลิลิตร จะได้
สารละลายไทโรซีนที่มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เก็บไว้เป็น stock solution 
 2.2 เจือจางสารละลายไทโรซีนให้ได้ความเข้มข้น 0 200 400 600 800 และ 1000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 2.3 น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 275 นาโนเมตร บันทึกผลและน าไปสร้างกราฟมาตรฐาน
สารละลายไทโรซีน (ท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า) 
 

y = 0.0125x + 0.0012 
R² = 0.9964 
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กราฟมาตรฐานไทโรซีน (ไมโครโมลาร์) 

 
3. การเตรียมสารและวิธีวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส (Winkler และ Stuckmann, 
1975)  
 3.1 สารเคมีที่ใช้ 
  1) p- nitrophenyl palmitate (pNPP) 
  2) Isopropanol 
  3) Sodium deoxycholate (Na-DOC) 
  4) Arabic gum 
  5) Hydrochloric acid (HCl) 
  6) Sodium hydroxide (NaOH)  
 3.2 การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีของ 
Winkler และ Stuckmann (Winkler and Stuckmann, 1979) 
  3.2.1 สารละลาย A : ละลาย p- nitrophenyl palmitate (pNPP) ปริมาณ 30 
มิลลิกรัม ละลายใน isopropanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
  3.2.2 สารละลาย B : เตรียมสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
(pH 8.0) ที่ผสม Sodium deoxycholate (Na-DOC) ปริมาณ 207 มิลลิกรัม กับ gum arabic 
ปริมาณ 100 มิลลิกรัม 
  3.2.3 สารละลาย C : ผสมสารละลาย A และ B ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 100 
มิลลิลิตร เพื่อน าไปทดสอบหากิจกรรมเอนไซม์ไลเปสของตัวอย่างในข้ันตอนต่อไป 

y = 0.1341x + 0.0132 
R² = 0.9924 
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  วิธีการตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีของ Winkler และ 
Stuckmann (Winkler and Stuckmann, 1979) 
  ปิเปต crude enzyme ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารตั้งต้น (สารละลาย C) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการ
เติมสาระลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงแยก
ด้วยความเร็ว 3,500 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าส่วนใสที่ได้มาเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 410 นาโนเมตร ก าหนดให้เอนไซม์ไลเปสมีค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงต่อโมลาร์ (molar 
extinction coefficient) เท่ากับ 15.0 M-1cm-1 (Winkler and Stuckmann, 1979) เทียบกับกราฟ
มาตรฐาน p-nitrophenol เพ่ือหากิจกรรมเอนไซม์ไลเปสและบันทึกผลการทดลอง (ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ้ า) 
 ก าหนดให้ 1 ยูนิตของเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณของเอนไซม์ไลเปสที่สามารถเร่งปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายสารตั้งต้นได ้pNPP จ านวน 1 ไมโครโมลาร์ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 3.3 การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol (pNP) 
  3.3.1 ชั่งสารมาตรฐาน pNP ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรโดยใช้ 
volumetric flask ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมเป็น stock standard solution (1000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เก็บในขวดสีชาพร้อมปิดฉลากระบุชื่อสาร ความเข้มข้นของสาร วันที่เตรียม ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ครั้งต่อไป 
  3.3.2 ปิเปต Stock solution ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นใน volumetric flask ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (working standard solution) จากนั้นเจือจางให้
ได้สารละลาย pNP ให้มีความเข้มข้น 3.91 7.82 15.62 31.25 62.5 125 250 500 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร  
  ปิเปตสารละลาย pNP ที่เจือจางแล้วปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารตั้งต้น 
(สารละลาย C) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นหยุด
ปฏิกิริยาโดยการเติมสาระลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร น าไป
ปั่นเหวี่ยงแยกด้วยความเร็ว 3,500 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าส่วนใสที่
ได้มาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร บันทึกผลการทดลองและน าไปสร้างกราฟมาตรฐาน pNP (ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า) โดยมีสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) เป็น 
blank  
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กราฟมาตรฐาน p-NP (ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร) 
 
4.การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน 
 4.1 สารเคมีที่ใช้ 
  4.1.1 สารละลาย A : 1% (w/v) คอปเปอร์ ซัลเฟต (CuSO4.5H2O)  
  4.1.2 สารละลาย B : 2% (w/v) โซเดียม โปแทสเซียม ทาร์เทรต (Sodium 
potassium tartrate)  
  4.1.3 สารละลาย C : 0.2 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide)  
  4.1.4 สารละลาย D : 4% (w/v) โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) 
  4.1.5 Folin-Ciocalteu’s phenol reagent  
  4.1.6 สารละลายอัลคาไลน์คอปเปอร์ (alkaline copper solution) เตรียมโดย
ผสมสารละลาย C ปริมาตร 49 มิลลิลิตร กับสารละลาย D ปริมาตร 49 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย 
A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 เตรียมโบวีนซีรั่มอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) ให้ได้ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้น 25 50 100 150 และ 200 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ น าสารละลายโปรตีนแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติม
สารละลายอัลคาไลน์คอปเปอร์ (alkaline copper solution) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลายโฟลิน-ฟีนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol 
reagent) ที่ผ่านการเจือจางด้วยน้ ากลั่นในอัตราส่วน 1 : 1 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้ง
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโน

y = 0.2518x + 0.2482 
R² = 0.9895 
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เมตร โดยใช้น้ ากลั่นเป็น blank น าค่าที่ได้มาพลอตกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 750 
นาโนเมตรกับความเข้มข้นของ BSA (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) 
 
 

กราฟมาตรฐานโบวีนซีรั่มอัลบูมิน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

y = 0.0066x + 0.0459 
R² = 0.9895 
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2. กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติก 
 2.1 กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 3 สายพันธุ์ หลังบ่มเป็นเวลา 24 
48 และ 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable: Cellulase activity (U/mL) 

Incubation 
time (h) strains Mean Std. Deviation N 

24.00 Bacillus subtilis 1.2CL2 1.3900 .08888 3 

Bacillus licheniformis 1.23CL3 1.4600 .17000 3 

Bacillus licheniformis 1.1CL5 1.6033 .13204 3 

Total 1.4844 .14976 9 

48.00 Bacillus subtilis 1.2CL2 .8267 .24090 3 

Bacillus licheniformis 1.23CL3 1.6933 .23756 3 

Bacillus licheniformis 1.1CL5 1.6333 .12503 3 

Total 1.3844 .45629 9 

72.00 Bacillus subtilis 1.2CL2 5.3833 .15567 3 

Bacillus licheniformis 1.23CL3 .9567 .09815 3 

Bacillus licheniformis 1.1CL5 3.0633 .11150 3 

Total 3.1344 1.92056 9 

Total Bacillus subtilis 1.2CL2 2.5333 2.15661 9 

Bacillus licheniformis 1.23CL3 1.3700 .36062 9 

Bacillus licheniformis 1.1CL5 2.1000 .73045 9 

Total 2.0011 1.36914 27 
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Cellulase activity (U/mL) 

Duncan
a,,b

 

strains N 

Subset 

1 2 3 

Bacillus licheniformis 1.23CL3 9 1.3700   

Bacillus licheniformis 1.1CL5 9  2.1000  

Bacillus subtilis 1.2CL2 9   2.5333 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .026. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 

 
 
 

Cellulase activity (U/mL) 

 

Duncan
a,,b

 

Incubation time (h) N 

Subset 

1 2 

48.00 9 1.3844  

24.00 9 1.4844  

72.00 9  3.1344 

Sig.  .202 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .026. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 
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 2.1.1 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของ  Bacillus subtilis 1.2CL2 ที่สภาวะเหมาะสมเป็น
เวลา 30 นาที 
  2.1.1.1 pH 

Descriptives 

Cellulase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

3.00 3 2.0100 .03464 .02000 1.9239 2.0961 1.97 2.03 

4.00 3 3.7100 .01732 .01000 3.6670 3.7530 3.70 3.73 

5.00 3 4.2300 .02646 .01528 4.1643 4.2957 4.20 4.25 

6.00 3 4.3500 .03606 .02082 4.2604 4.4396 4.32 4.39 

7.00 3 4.3033 .05686 .03283 4.1621 4.4446 4.24 4.35 

8.00 3 3.4033 .02887 .01667 3.3316 3.4750 3.37 3.42 

9.00 3 3.2767 .01155 .00667 3.2480 3.3054 3.27 3.29 

10.00 3 2.8967 .01155 .00667 2.8680 2.9254 2.89 2.91 

Total 24 3.5225 .77370 .15793 3.1958 3.8492 1.97 4.39 

 

Descriptives 

Cellulase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

3.00 3 2.0100 .03464 .02000 1.9239 2.0961 1.97 2.03 

4.00 3 3.7100 .01732 .01000 3.6670 3.7530 3.70 3.73 

5.00 3 4.2300 .02646 .01528 4.1643 4.2957 4.20 4.25 

6.00 3 4.3500 .03606 .02082 4.2604 4.4396 4.32 4.39 

7.00 3 4.3033 .05686 .03283 4.1621 4.4446 4.24 4.35 

8.00 3 3.4033 .02887 .01667 3.3316 3.4750 3.37 3.42 

9.00 3 3.2767 .01155 .00667 3.2480 3.3054 3.27 3.29 

10.00 3 2.8967 .01155 .00667 2.8680 2.9254 2.89 2.91 

Total 24 3.5225 .77370 .15793 3.1958 3.8492 1.97 4.39 
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  2.1.1.2 อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

Descriptives 

Cellulase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

4.00 3 3.4427 .02831 .01634 3.3723 3.5130 3.41 3.46 

25.00 3 4.6973 .01102 .00636 4.6700 4.7247 4.69 4.71 

35.00 3 5.4017 .01893 .01093 5.3546 5.4487 5.38 5.42 

45.00 3 4.4403 .06229 .03596 4.2856 4.5951 4.39 4.51 

55.00 3 4.0433 .13796 .07965 3.7006 4.3860 3.94 4.20 

65.00 3 3.6267 .00577 .00333 3.6123 3.6410 3.62 3.63 

75.00 3 3.3250 .03041 .01756 3.2494 3.4006 3.31 3.36 

85.00 3 3.7037 .03004 .01734 3.6290 3.7783 3.67 3.72 

95.00 3 3.4313 .03355 .01937 3.3480 3.5147 3.41 3.47 

Total 27 4.0124 .67769 .13042 3.7444 4.2805 3.31 5.42 

 

Cellulase activity (U/mL) 

Duncan
a
 

Temper

ature N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

75.00 3 3.3250       

95.00 3  3.4313      

4.00 3  3.4427      

65.00 3   3.6267     

85.00 3   3.7037     

55.00 3    4.0433    

45.00 3     4.4403   

25.00 3      4.6973  

35.00 3       5.4017 

Sig.  1.000 .803 .103 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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 2.2 กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อะไมเลส 3 สายพันธุ์ หลังบ่มเป็นเวลา 24 
48 และ 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable: Amylase activity (U/mL) 

Incubation 

time (h) strains Mean Std. Deviation N 

24.00 Bacillus cereus 1.4AL3 23.4833 7.22378 3 

Bacillus thuringiensis 3.4AL4 27.3733 2.71150 3 

Bacillus cereus 3.5AL3 17.0700 1.39366 3 

Total 22.6422 5.97261 9 

48.00 Bacillus cereus 1.4AL3 33.3700 13.75920 3 

Bacillus thuringiensis 3.4AL4 23.7733 1.73466 3 

Bacillus cereus 3.5AL3 27.9500 5.40856 3 

Total 28.3644 8.52988 9 

72.00 Bacillus cereus 1.4AL3 26.5133 2.59500 3 

Bacillus thuringiensis 3.4AL4 33.5833 5.52219 3 

Bacillus cereus 3.5AL3 38.9800 3.10527 3 

Total 33.0256 6.40575 9 

Total Bacillus cereus 1.4AL3 27.7889 9.01670 9 

Bacillus thuringiensis 3.4AL4 28.2433 5.35574 9 

Bacillus cereus 3.5AL3 28.0000 10.01098 9 

Total 28.0107 8.04451 27 
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Amylase activity (U/mL) 

Duncan
a,,b

 

Incubation time (h) N 

Subset 

1 2 

24.00 9 22.6422  

48.00 9 28.3644 28.3644 

72.00 9  33.0256 

Sig.  .060 .120 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 36.658. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 

 

Amylase activity (U/mL) 

Duncan
a,,b

 

strains N 

Subset 

1 

Bacillus cereus 1.4AL3 9 27.7889 

Bacillus cereus 3.5AL3 9 28.0000 

Bacillus thuringiensis 3.4AL4 9 28.2433 

Sig.  .882 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 36.658. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 
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 2.2.1 กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสของ  Bacillus cereus 3.5AL3 หลังบ่มที่สภาวะเหมาะสม
เป็นเวลา 30 นาที 
  2.2.1.1 pH 

Descriptives 

Amylase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

3.00 3 6.0000 .62354 .36000 4.4510 7.5490 5.28 6.36 

4.00 3 18.3967 .76265 .44032 16.5021 20.2912 17.60 19.12 

5.00 3 25.6000 .94175 .54372 23.2606 27.9394 24.95 26.68 

6.00 3 32.4133 1.33095 .76843 29.1071 35.7196 31.44 33.93 

7.00 3 35.8400 .33061 .19088 35.0187 36.6613 35.55 36.20 

8.00 3 12.8433 1.56148 .90152 8.9644 16.7223 11.11 14.14 

9.00 3 8.3033 .21502 .12414 7.7692 8.8375 8.09 8.52 

10.00 3 3.6933 .87757 .50667 1.5133 5.8733 2.68 4.20 

Total 24 17.8863 11.74613 2.39767 12.9263 22.8462 2.68 36.20 

 

Amylase activity (U/mL) 

Duncan
a
 

pH N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

10.00 3 3.6933        

3.00 3  6.0000       

9.00 3   8.3033      

8.00 3    12.8433     

4.00 3     18.3967    

5.00 3      25.6000   

6.00 3       32.4133  

7.00 3        35.8400 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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  2.2.1.2 อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

Descriptives 

Amylase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

4.00 3 8.2867 .54243 .31317 6.9392 9.6341 7.87 8.90 

25.00 3 12.4133 .21502 .12414 11.8792 12.9475 12.20 12.63 

35.00 3 19.1167 .43501 .25115 18.0360 20.1973 18.68 19.55 

45.00 3 21.1333 .12702 .07333 20.8178 21.4489 21.06 21.28 

55.00 3 45.2800 21.65219 12.50090 -8.5070 99.0670 22.36 65.39 

65.00 3 47.1533 .81794 .47224 45.1214 49.1852 46.58 48.09 

75.00 3 28.1967 10.35861 5.98055 2.4644 53.9289 18.68 39.23 

85.00 3 12.1967 .21502 .12414 11.6625 12.7308 11.98 12.41 

95.00 3 7.9400 2.68693 1.55130 1.2653 14.6147 4.84 9.60 

Total 27 22.4130 15.87472 3.05509 16.1331 28.6928 4.84 65.39 

 

Amylase activity (U/mL) 

Duncan
a
 

Temperature N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

95.00 3 7.9400   

4.00 3 8.2867   

85.00 3 12.1967   

25.00 3 12.4133   

35.00 3 19.1167 19.1167  

45.00 3 21.1333 21.1333  

75.00 3  28.1967  

55.00 3   45.2800 

65.00 3   47.1533 

Sig.  .090 .207 .779 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 



 

 

 169 
 

 2.3 กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์โปรตีเอส 3 สายพันธุ์ หลังบ่มเป็นเวลา 24 
48 และ 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Descriptive Statistics 

Incubationtime 

(h) Strains Mean Std. Deviation N 

24.00 Bacillus  thuringiensis 1.2PT1 1.9700 .08718 3 

Bacillus cereus 2.1PT3 1.9500 .08888 3 

Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 1.3533 .07767 3 

Total 1.7578 .31220 9 

48.00 Bacillus  thuringiensis 1.2PT1 1.4733 .09018 3 

Bacillus cereus 2.1PT3 1.5033 .04933 3 

Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 1.9133 .02082 3 

Total 1.6300 .21926 9 

72.00 Bacillus  thuringiensis 1.2PT1 1.7667 .04619 3 

Bacillus cereus 2.1PT3 1.2167 .01528 3 

Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 2.0967 .10693 3 

Total 1.6933 .38945 9 

Total Bacillus  thuringiensis 1.2PT1 1.7367 .22633 9 

Bacillus cereus 2.1PT3 1.5567 .32415 9 

Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 1.7878 .34197 9 

Total 1.6937 .30705 27 
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Protease activity (U/mL)  

Duncan
a,,b

 

Strains N 

Subset 

1 2 

Bacillus cereus 2.1PT3 9 1.5567  

Bacillus  thuringiensis 1.2PT1 9  1.7367 

Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 9  1.7878 

Sig.  1.000 .148 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .005. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 

 

Protease activity (U/mL)  

Duncan
a,,b

 

Incubationtime (h) N 

Subset 

1 2 

48.00 9 1.6300  

72.00 9 1.6933 1.6933 

24.00 9  1.7578 

Sig.  .077 .073 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .005. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 
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 2.3.1 กิจกรรมเอนไซม์โปรตีเอสของ  Bacillus  thuringiensis 2.3PT3 หลังบ่มที่สภาวะ
เหมาะสมเป็นเวลา 30 นาที 
  2.3.1.1 pH 

Descriptives 

Protease activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

3.00 3 2.5933 .03215 .01856 2.5135 2.6732 2.57 2.63 

4.00 3 2.8833 .23288 .13445 2.3048 3.4618 2.72 3.15 

5.00 3 3.0233 .02309 .01333 2.9660 3.0807 3.01 3.05 

6.00 3 2.9167 .18930 .10929 2.4464 3.3869 2.70 3.05 

7.00 3 4.2200 .25981 .15000 3.5746 4.8654 4.07 4.52 

8.00 3 6.4400 .03464 .02000 6.3539 6.5261 6.42 6.48 

9.00 3 1.4633 .09074 .05239 1.2379 1.6887 1.38 1.56 

10.00 3 .6967 .06028 .03480 .5469 .8464 .64 .76 

Total 24 3.0296 1.66614 .34010 2.3260 3.7331 .64 6.48 

 

Protease activity (U/mL) 

Duncan
a
 

pH N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

10.00 3 .6967      

9.00 3  1.4633     

3.00 3   2.5933    

4.00 3    2.8833   

6.00 3    2.9167   

5.00 3    3.0233   

7.00 3     4.2200  

8.00 3      6.4400 

Sig.  1.000 1.000 1.000 .284 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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  2.3.1.2 อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

Descriptives 

Protease activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

4.00 3 .6353 .26150 .15098 -.0143 1.2849 .47 .94 

25.00 3 1.1770 .07508 .04335 .9905 1.3635 1.10 1.25 

35.00 3 1.6177 .05713 .03299 1.4757 1.7596 1.55 1.66 

45.00 3 3.3577 .04067 .02348 3.2566 3.4587 3.32 3.40 

55.00 3 3.6013 .09349 .05398 3.3691 3.8336 3.50 3.69 

65.00 3 8.8600 .26154 .15100 8.2103 9.5097 8.71 9.16 

75.00 3 3.4543 .05082 .02934 3.3281 3.5806 3.40 3.49 

85.00 3 .4193 .09394 .05424 .1860 .6527 .33 .52 

95.00 3 .3223 .08079 .04664 .1217 .5230 .23 .38 

Total 27 2.6050 2.59592 .49958 1.5781 3.6319 .23 9.16 

 

Protease activity (U/mL) 

Duncan
a
 

Temperature N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

95.00 3 .3223      

85.00 3 .4193 .4193     

4.00 3  .6353     

25.00 3   1.1770    

35.00 3    1.6177   

45.00 3     3.3577  

75.00 3     3.4543  

55.00 3     3.6013  

65.00 3      8.8600 

Sig.  .404 .073 1.000 1.000 .056 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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 2.4 กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส 3 สายพันธุ์ หลังบ่มเป็นเวลา 24 48 
และ 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable:Liapse activity (U/mL) 

Incubation 

time (h) Strains Mean Std. Deviation N 

24.00 Bacterium 1.1LP1 38.2300 2.85379 3 

Bacillus licheniformis 1.2LP1 42.9633 1.37409 3 

Bacillus subtilis 1.3LP2 41.7733 4.85459 3 

Total 40.9889 3.59816 9 

48.00 Bacterium 1.1LP1 43.7600 1.82321 3 

Bacillus licheniformis 1.2LP1 55.7400 .79674 3 

Bacillus subtilis 1.3LP2 42.7667 1.03346 3 

Total 47.4222 6.35284 9 

72.00 Bacterium 1.1LP1 74.5400 2.75396 3 

Bacillus licheniformis 1.2LP1 93.4000 8.27464 3 

Bacillus subtilis 1.3LP2 97.7733 2.41332 3 

Total 88.5711 11.61018 9 

Total Bacterium 1.1LP1 52.1767 17.08256 9 

Bacillus licheniformis 1.2LP1 64.0344 23.09589 9 

Bacillus subtilis 1.3LP2 60.7711 27.89184 9 

Total 58.9941 22.78737 27 
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Liapse activity (U/mL) 

Duncan
a,,b

 

Incubation time 

(h) N 

Subset 

1 2 3 

24.00 9 40.9889   

48.00 9  47.4222  

72.00 9   88.5711 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 13.389. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 

 

Liapse activity (U/mL) 

Duncan
a,,b

 

Strains N 

Subset 

1 2 

Bacterium 1.1LP1 9 52.1767  

Bacillus subtilis 1.3LP2 9  60.7711 

Bacillus licheniformis 1.2LP1 9  64.0344 

Sig.  1.000 .075 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 13.389. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 

b. Alpha = .05. 
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  2.4.1 กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสของ  Bacillus subtilis 1.3LP2 หลังบ่มที่สภาวะ
เหมาะสมเป็นเวลา 30 นาที 
   2.4.1.1 pH 

Descriptives 

Lipase activity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

3.00 3 3.6533 1.81776 1.04948 -.8622 8.1689 1.67 5.24 

4.00 3 15.3700 2.59813 1.50003 8.9159 21.8241 13.58 18.35 

5.00 3 34.4333 2.14808 1.24019 29.0972 39.7695 32.05 36.22 

6.00 3 86.6567 1.49938 .86567 82.9320 90.3813 85.07 88.05 

7.00 3 105.1233 12.03363 6.94762 75.2301 135.0165 92.22 116.04 

8.00 3 56.6700 2.40755 1.39000 50.6893 62.6507 55.28 59.45 

9.00 3 51.8400 2.39643 1.38358 45.8869 57.7931 49.32 54.09 

10.00 3 45.1533 1.19500 .68994 42.1848 48.1219 43.96 46.35 

Total 24 49.8625 32.62342 6.65923 36.0868 63.6382 1.67 116.04 

 

Lipase activity (U/mL) 

Duncan
a
 

pH N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

3.00 3 3.6533       

4.00 3  15.3700      

5.00 3   34.4333     

10.00 3    45.1533    

9.00 3    51.8400 51.8400   

8.00 3     56.6700   

6.00 3      86.6567  

7.00 3       105.1233 

Sig.  1.000 1.000 1.000 .099 .224 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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   2.4.1.2 อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

Descriptives 

Lipase activ ity (U/mL) 

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

4.00 3 6.2367 1.81776 1.04948 1.7211 10.7522 4.65 8.22 

25.00 3 20.1333 2.72882 1.57548 13.3546 26.9121 17.75 23.11 

35.00 3 34.2333 2.99941 1.73171 26.7824 41.6843 31.45 37.41 

45.00 3 97.5767 .59501 .34353 96.0986 99.0547 96.98 98.17 

55.00 3 160.9200 .90670 .52348 158.6676 163.1724 160.13 161.91 

65.00 3 140.0700 .90670 .52348 137.8176 142.3224 139.28 141.06 

75.00 3 105.7200 .90670 .52348 103.4676 107.9724 104.73 106.51 

85.00 3 87.6467 2.48279 1.43344 81.4791 93.8143 85.66 90.43 

95.00 3 28.0767 1.23779 .71464 25.0018 31.1515 26.69 29.07 

Total 27 75.6237 53.54601 10.30494 54.4416 96.8058 4.65 161.91 

 

Lipase activ ity (U/mL) 

Duncan
a
 

Temperature N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

4.00 3 6.2367         

25.00 3  20.1333        

95.00 3   28.0767       

35.00 3    34.2333      

85.00 3     87.6467     

45.00 3      97.5767    

75.00 3       105.7200   

65.00 3        140.0700  

55.00 3         160.9200 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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